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Helicobacter pylori es una bacteria capaz de colonizar la mucosa gástrica, 
produciendo una de las infecciones más frecuentes en la población, con una 
prevalencia global del 50%, que alcanza el 70-80% en Colombia. El objetivo de este 
estudio fue determinar la presencia, viabilidad y virulencia de H. pylori en aguas 
crudas y potables de tres plantas potabilizadoras de la ciudad de Bogotá. Para ello, 
se evaluaron 310 muestras (155 de cada matriz) mediante las técnicas de cultivo, 
PCR convencional y FISH. También se evaluaron indicadores de contaminación fecal 
y parámetros fisicoquímicos. 
 
Se demostró la presencia de células cultivables de H. pylori en 56 de las 310 
muestras de las tres plantas de potabilización (11-24%). También se detectó ADN de 
H. pylori en las 3 plantas por PCR convencional y qPCR (15-27% de las muestras de 
agua cruda y 24-31% de agua potable). Por qPCR fue posible cuantificar H. pylori en 
13 (8.4%) muestras de agua cruda y en 20 (12.9%) de agua potable. El genotipo de 
H. pylori más prevalente en el agua fue vacA m1/s1. 
No se encontró relación entre los indicadores de contaminación fecal y la 
presencia de H. pylori en el agua cruda ni potable. Tampoco se encontró relación 
entre el pH, la conductividad, la turbidez y el cloro residual de las muestras y la 
presencia y/o ausencia de H. pylori.  
Los resultados de este estudio demuestran que células viables de H. pylori 
están presentes tanto en el agua de entrada como en la de salida de las plantas 
potabilizadoras analizadas, pudiendo ser estas un vehículo de transmisión del 
patógeno. Sin embargo, para evauluar el riesgo real al que está expuesto el 
consumidor, deben realizarse otros estudios que evalúen el potencial infeccioso de 
estas células. 
 
Palabras clave: Helicobacter pylori, agua potable, agua cruda, PCR, FISH, 




Helicobacter pylori is a bacteria able to colonize the gastric mucosa, producing 
one of the most common infections in the population, with a global prevalence of 50% 
which reaches 70%-80% in Colombia. The objective of the present study was to 
determinate the presence, viability and virulence of H. pylori in raw and drinking waters 
of three water treatment plants in the city of Bogotá. For this purpose, 310 water 
samples (155 of each type of water) were evaluated by culture, conventional PCR and 
FISH techniques. Fecal indicators and physic-chemical parameters were also 
evaluated. 
 
The presence of cultivable H. pylori cells was demonstrated in 56 out of the 
310 samples coming from the three water treatment plants (11-24%). H. pylori DNA 
was also detected by conventional PCR and q PCR (15-27% of raw water and 24-31% 
of drinking water samples); by qPCR it was possible to quantify H. pylori in 13 (8.4%) 
samples of raw water and in 20 (12.9%) of drinking water. The H. pylori vacA m1/s1 
genotype was the most prevalent among the analyzed water samples. 
 
Regarding the fecal indicators and the presence of H. pylori, no relation was 
found in either raw or drinking water. No association was found between pH, the 
conductivity, turbidity and residual chlorine of the samples and the presence and/or 
absence of H. pylori. 
 
Results obtained in this research demonstrate that viable H. pylori cells are 
present both in raw and drinking water of the analyzed water treatment plants being 
those able to be vehicle of transmission of the pathogen.  However, in order to assess 
the real risk to which the consumer is exposed, other studies should be carried out to 
evaluate the potential infectious of these cells. 
 






Helicobacter pylori es una bactèria capaç de colonitzar la mucosa gàstrica, 
produint una de les infeccions més freqüents en la població, amb una prevalença 
global del 50%, i del 70-80% a Colòmbia. L'objectiu d’este estudi va ser determinar la 
presència, viabilitat i virulència de H. pylori en aigües crues i potables de tres plantes 
potabilitzadores de la ciutat de Bogotà. Per a  aquest propòsit, es van avaluar 310 
mostres (155 de cada matriu) per mitjà de les tècniques de cultiu, PCR convencional 
i FISH. També es van avaluar indicadors de contaminació fecal i paràmetres 
fisicoquímics. 
 
Es va demostrar la presència de cèl·lules cultivables de H. pylori en 56 de les 
310 mostres de les tres plantes potabilitzadores (11-24%). També es va detectar ADN 
de H. pylori a les 3 plantes per PCR convencioanl i qPCR (15-27% de les mostres 
d'aigua crua i 24-31% d'aigua potable). Per qPCR va ser possible quantificar H. pylori 
en 13 (8.4%) mostres d'aigua crua i en 20 (12.9%) d'aigua potable. El genotip de H. 
pylori més prevalent en l'aigua va ser el vacA m1/s1. 
 
No es va trobar relació entre els indicadors de contaminació fecal i la presència 
de H. pylori ni a l'aigua crua ni a la potable. Tampoc es va trobar relació entre el pH, 
la conductivitat, la terbolesa i el clor residual de les mostres i la presència i/o absència 
de H. pylori. 
 
Els resultats d’aquest estudi demostren que hi ha cèl·lules viables de H. pylori 
tant en l'aigua d'entrada com en la d'eixida de les plantes potabilitzadores analitzades, 
i podent ser  aquestes un vehicle de transmissió del patogen. Malgrat això, per a 
avaluar el risc real a que s’exposa el consumidor, han de realitzar-se altres estudis 
que avaluen el potencial infecciós d’aquestes cèl•lules. 
 
Paraules clau: Helicobacter pylori, aigua potable, aigua crua, PCR, FISH, 



















El agua para consumo humano debe cumplir con parámetros microbiológicos y 
físico-químicos para que pueda ser considerada potable. En Colombia, de acuerdo 
con la resolución 2115 de 2007, el agua para consumo humano no debe contener 
microorganismos de origen fecal como coliformes totales, Escherichia coli (E. coli), 
heterótrofos, (oo) quistes de Cryptosporidium sp., y Giardia sp. (Ministerio de 
Protección Social, 2007). Sin embargo, estudios recientes (Rodrigues y Cunh, 2017; 
Santiago et al., 2015; Zhang et al., 2012) demuestran que la determinación de E. coli 
no es suficiente para demostrar la ausencia de patógenos en el agua. Es por ello que 
la Agencia para la Protección Ambiental de los Estados Unidos (Environmental 
Protection Agency - USEPA) incluyó desde 2015 un nuevo listado de microrganismos 
patógenos, que pueden resistir los procesos de tratamiento convencional y ser 
transmitidos a través del agua a los humanos. Uno de estos microorganismos es 
Helicobacter pylori (H. pylori) una bacteria patógena, capaz de colonizar la mucosa 
gástrica humana produciendo una de las infecciones más frecuentes en la población 
mundial con una prevalencia del 50% a nivel global y 77 - 80% en Colombia. La 
infección por esta bacteria se ha asociado con el desarrollo de gastritis crónica, 
úlceras pépticas, gastritis atrófica, linfoma gástrico intestinal tipo MALT y 
adenocarcinoma gástrico; motivo por el cual H. pylori fue incluido en 1994 por la 
Agencia Internacional para la investigación del Cáncer - OMS (IARC, por sus siglas 
en inglés) como un carcinógeno tipo I.  
 
El mecanismo exacto de transmisión de H. pylori se desconoce. Como se 
mencionó anteriormente, la bacteria coloniza e infecta la mucosa gástrica. Cuando 
las células de la mucosa gástrica se desprenden arrastran la bacteria al intestino para 
ser eliminada en las heces; a su vez, estas llegan a diferentes matrices ambientales, 
entre ellas el agua utilizada para riego agrícola y para potabilizar, sugiriendo a ésta 
como un vehículo probable de transmisión de la bacteria a los humanos. A pesar de 
ello, existen diversosas factores que hacen difícil de determinar hasta qué punto 
influye el agua en la transmisión de H. pylori, ya que la morfología de la bacteria en 
ambientes diferentes al estomacal cambia cuando se enfrenta a condiciones 
adversas, como puede ser el contacto con antibióticos, cambios de tensiones de 
oxígeno, temperatura etc. Bajo alguna de estas condiciones adversas la bacteria pasa 




La forma cocoide tiene varias etapas de diferenciación en las que su viabilidad y 
actividad metabólicas cambian. Las formas cocoides tempranas, que incluso pueden 
ser recuperadas por métodos de cultivo, cambian a formas cocoides viables, en donde 
la bacteria posee aún capacidad de colonizar e infectar la mucosa gástrica cuando es 
ingerida, hasta llegar a las formas cocoides picnóticas, que se reconocen como el 
estadio final de viabilidad en el que ésta ha entrado en una fase de muerte. 
 
Dadas estas variaciones morfológicas y de viabilidad es un reto demostrar su 
presencia en el agua y más aún demostrar su capacidad infectante. Son diversas las 
estrategias metodológicas que hasta el momento se han utilizado para ello; una de 
ellas es el cultivo en medios selectivos, que arroja resultados diferentes dependiendo 
de la concentración de la bacteria presente en el agua, la presencia de otros 
microorganismos acompañantes, la presencia de sustancias inhibidoras del 
crecimiento, y el estado morfológico y de viabilidad de la bacteria. En el caso de las 
aguas potables la concentración de la bacteria puede ser muy baja, por lo que se 
debe recurrir a diferentes estrategias para concentrarla, tales como filtración, 
centrifugación y siembra directa. En el caso de las aguas crudas se han utilizado 
estrategias de filtración, centrifugación y separación inmunomagnética. Esta última 
separa H. pylori de las otras bacterias presentes en la muestra gracias al uso de 
anticuerpos específicos. De igual forma, se han usado técnicas de 
inmunofluorescencia y de detección de ácidos nucleicos como: hibridación in situ por 
fluorescencia (FISH), Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Reacción en 
Cadena de la Polimerasa Cuantitativa a Tiempo Real (qPCR) para la detección de H. 
pylori a partir de muestras de agua.  A pesar del éxito obtenido con algunos de estos 
métodos, hasta el presente no existe un procedimiento estándar para la detección de 
H. pylori en el agua.  
 
 Teniendo en cuenta los siguientes antecedentes: 
1. En la ciudad de Bogotá la prevalencia de la infección por H. pylori es alta (80 – 
90%). 
2. Bogotá cuenta con tres plantas de tratamiento de agua potable que reciben aguas 




y convertidas en agua potable para suministro de la población, cumpliendo con la 
normatividad colombiana vigente. Sin embargo, existe la posibilidad que la 
bacteria H. pylori pueda ser transportada en el agua potable.  
3. La normatividad colombiana estipula el uso de indicadores de contaminación fecal 
como E. coli y coliformes totales para determinar la calidad del agua de consumo 
humano.  
4. Los estudios previos realizados por el grupo de investigación de enfermedades 
infecciosas de la Pontificia Universidad Javeriana confirman que, además de la 
alta prevalencia de la infección por H. pylori, más de 20% de los aislamientos 
obtenidos de pacientes con gastritis crónica en la ciudad son resistentes a 
claritromicina y levoflaxacina, dos de los antimicrobianos utilizados en las terapias 
de erradicación. 
5. El cáncer gástrico es la primera causa de muerte por cáncer en la ciudad. 
 
Es importante conducir estudios que permitan comprender los posibles 
mecanismos de transmisión de la bacteria en la población. Como se mencionó 
previamente, se ha postulado al agua como un posible vehículo para la transmisión 
de H. pylori. Sin embargo, hasta el momento no existen estudios previos realizados 
en la ciudad de Bogotá que determinen la presencia de la bacteria en aguas crudas y 
de consumo. De igual forma, tampoco se conoce cual es el estado de viabilidad del 
microorganismoen en estas aguas. Por último, es relevante determinar si los 
indicadores tradicionales de control de calidad del agua (coliformes totales, E. coli y 
esporas de Clostridium sulfito reductor) y los cambios que puedan presentarse en los 
parámetros físico-químicos usados por las plantas potabilizadoras para control diario 
(pH, conductividad, turbidez y cloro residual) pueden ser usados como indicativos de 
la presencia de H. pylori en el agua. Es por este motivo que en el presente estudio se 
planteó la siguiente pregunta: ¿Está H. pylori presente y viable en aguas crudas y 
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2.1. Contaminación del agua por microorganismos patógenos 
La integridad y la buena gestión de los sistemas de distribución es una de las 
barreras más importantes que protegen el agua de consumo de la contaminación. Sin 
embargo, la gestión de los sistemas de distribución a menudo recibe muy poca 
atención y con frecuencia éstos son vistos de forma incorrecta como sistemas 
pasivos, cuyo único requisito es el transporte de agua potable desde los puntos de 
salida de las plantas de tratamiento hasta a los consumidores (WHO, 2014 y 2004). 
 
En países en vías de desarrollo el agua juega un papel importante en la 
transmisión de enfermedades causadas por microorganismos (Akcam et al., 2000). 
La principal razón de esta situación es el alto costo que representa la puesta a punto 
de procesos de tratamiento y el mantenimiento de infraestructuras apropiadas que 
permitan el control sanitario (Langford, 2005). 
 
Un daño general en el sistema de protección de la red de abastecimiento de agua 
de consumo puede ocasionar una contaminación a gran escala y, potencialmente, 
epidemias detectables. Otras averías que conduzcan a contaminaciones leves, 
posiblemente repetidas, pueden ocasionar brotes esporádicos significativos de 
enfermedades, pero no es probable que las autoridades de vigilancia de salud pública 
los asocien con el abastecimiento de agua de consumo. La evaluación y cuantificación 
de los riesgos puede ayudar a comprenderlos y gestionarlos, sobre todo los 
relacionados con casos esporádicos de enfermedad (WHO, 2014 y 2004). 
 
La gama de agentes patógenos que pueden ser transmitidos por el agua de 
consumo contaminada varía enormemente en función de factores tales como el 
aumento de la población y animales, el incremento del uso de aguas residuales no 
tratadas, los cambios de los hábitos de la población, las migraciones y viajes de la 
población, y presiones selectivas que favorecen la aparición de agentes patógenos 
nuevos o mutantes, o la recombinación de los patógenos existentes. También existe 
una variabilidad importante en la inmunidad de las personas, ya sea adquirida por 
contacto con un agente patógeno o determinada por factores como la edad, el sexo, 
el estado de salud y las condiciones de vida (WHO, 2014). 
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El mayor riesgo microbiano del agua está relacionado con su contaminación a 
partir de heces humanas o animales, aunque puede haber otras fuentes y vías de 
exposición significativas. Para reducir la transmisión de enfermedades por la vía 
fecal–oral es importante mejorar la calidad del agua de consumo y su disponibilidad, 
así como los sistemas de eliminación de materia fecal y la higiene general (WHO, 
2014; Ainsworth, 2004; Bartram et al., 2003; FAO/WHO, 2003). 
 
2.2. El agua como vehículo de transmisión de enfermedades infecciosas 
Los riesgos para la salud relacionados con el agua de consumo más comunes y 
frecuentes son las enfermedades ocasionadas por agentes patógenos transmitidos 
por vía fecal-oral, como bacterias (Salmonella, Campylobacter, Shigella, Escherichia 
coli H7:O157), protozoos (Cryptosporidium, Giardia, Helmintos) y virus 
(enterorovirus). También diversos patógenos de vida libre, como Pseudomonas 
aeruginosa, Legionella, Naegleria y Mycobacterium spp, se vinculan a enfermedades 
relacionadas con el agua (Buse et al., 2012; Dorevitch et al., 2012; Wingender y 
Flemming, 2011).  
 
El efecto en la salud pública depende de la infectividad del patógeno, la gravedad 
de la enfermedad y la población expuesta (WHO, 2014 y 2004). Los agentes 
patógenos y parásitos de mayor riesgo transmitidos por el agua son los que poseen 
una infectividad alta, pueden proliferar en el agua y/o poseen una resistencia alta 
fuera del organismo hospedador (Van Lieverloo et al., 2007; Jungfer et al., 2007). 
 
Aunque los patógenos transmitidos por el agua son capaces de sobrevivir en el 
agua de consumo, la mayoría no crecen ni proliferan en ella. Tras abandonar su 
hospedador, la viabilidad y la capacidad infectiva de la mayoría de los agentes 
patógenos disminuye gradualmente de forma exponencial, y transcurrido cierto 
tiempo pierden su viabilidad hasta no detectar su presencia (WHO, 2014; An et al., 
2007; Ainsworth, 2004). 
 
Diversos factores influyen en la persistencia de los microorganismos en el agua. 
Entre ellos, la temperatura juega un papel muy importante. El número de 
 
 8 
microorganismos disminuye habitualmente con mayor rapidez a temperaturas 
superiores a los 20°C y la tasa de disminución puede verse potenciada por los efectos 
letales de la radiación UV de la luz solar que incide en la zona superficial del agua 
(Van Lieverloo et al., 2007; Ainsworth, 2004).  
 
Los virus y las formas latentes de los parásitos (quistes, ooquistes, huevos) no 
pueden multiplicarse en el agua. Por el contrario, la presencia de cantidades 
relativamente altas de carbono orgánico biodegradable, junto con temperaturas 
cálidas y concentraciones residuales bajas de cloro, pueden permitir la proliferación 
de microorganismos de  Legionella, Vibrio cholerae, Naegleria, Pseudomonas 
aeruginosa, Acanthamoeba, Mycobacterium spp y otros organismos contaminantes 
en aguas superficiales y en los sistemas de distribución de agua de consumo 
(Shakoor et al., 2011; Thomas y Ashbolt, 2011; Wingender y Flemming, 2011; Buse 
et al., 2012; Dorevitch et al., 2012). 
 
La calidad microbiológica del agua puede variar muy rápidamente y en gran 
medida por el vertido de aguas residuales domésticas, industriales, de extracción 
minera o de producción agrícola y ganadera, así como por actividades tales como el 
transporte terrestre, fluvial y marítimo de sustancias peligrosas o petróleo, y los 
residuos sólidos vertidos a directamente en las fuentes hídricas. Todos estos factores 
pueden producir aumentos repentinos en la concentración de agentes patógenos, 
aumentando el riesgo de enfermedades transmitidas por el agua. Los análisis de  
patógenos en el agua normalmente tardan demasiado, son costosos y requieren de 
laboratorios especializados en algunos casos, para que sus resultados puedan ser 
tenidos en cuenta por los responsables de la adopción de medidas para evitar el 
suministro de agua insalubre (WHO, 2014; Buse et al., 2012; Dorevitch et al., 2012). 
 
La evaluación de la calidad microbiológica del agua debe incluir el análisis de 
bacterias, virus y parásitos. Dada la imposibilidad de aislamiento de cada uno de los 
agentes patógenos existentes en el agua, que por efecto de dilución se encuentran 
en baja cantidad (WHO, 2014; Gray, 1996), se ha optado por el uso de indicadores 
de contaminación, que se definen como grupos de microorganismos no patógenos, 
pero frecuentemente asociados con los mismos (Ribas et al., 2000). Históricamente 
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los microorganismos indicadores de contaminación fecal se han elegido de acuerdo 
a determinados criterios; algunos de ellos son: deben estar universalmente presente 
en gran número en las heces de los seres humanos y animales de sangre caliente, 
deben ser fáciles de detectar por métodos sencillos y no deben desarrollarse en el 
agua en condiciones naturales. Además, es indispensable que su persistencia en el 
agua y grado en que se eliminen durante el tratamiento de ésta sean similares a los 
de los patógenos (WHO, 2014; Gray, 1996). Los indicadores más usados son: 
enterobacterias fermentadoras de la lactosa (coliformes totales), coliformes fecales, 
Escherichia coli, Estreptococos faecalis y esporas de anaerobios sulfito-reductores. 
La Organización Mundial de la Salud, en su guía para la Calidad del Agua Potable, 
reconoce a E. coli como el indicador de elección para el caso de las bacterias (WHO, 
2014). 
 
Los anaerobios sulfito-reductores constituyen un grupo asociado a Clostridium 
spp. y, como tal, se caracterizan por ser organismos Gram positivos, anaeróbios, 
formadores de esporas, que están normalmente en las heces aunque en número 
mucho más reducido que E. coli. Su representante más característico es Clostridium 
perfringens que, de acuerdo a un estudio realizado en los sistemas hidrológicos de 
Estados Unidos, fue detectado en un 73% de las muestras, demostrando así su 
presencia en las aguas naturales, al igual que los coliformes (WHO, 2014; Francy et 
al., 2000). El origen de los anaerobios sulfito-reductores no es exclusivamente fecal, 
ya que pueden proceder de otras fuentes ambientales como suelo, sedimentos 
marinos, vegetación en descomposición, heridas infectadas de humanos y animales 
o aguas superficiales (WHO, 2014; Hijnen et al., 2000). 
 
Los anaerobios sulfito-reductores se han propuesto como indicadores de alto 
riesgo de contaminación del agua, ya que sus esporas sobreviven en el agua mucho 
más tiempo que los organismos del grupo coliformes y son resistentes a la 
desinfección, al punto que pueden ser detectados en algunas muestras de agua 
después de haber recibido pre-desinfección, floculación, sedimentación, filtración y 
desinfección terminal (Payment y Franco, 1993). Por ello, la presencia de anaerobios 
sulfito-reductores se relaciona con el riesgo de supervivencia de agentes patógenos 
en ciertos ecosistemas expuestos a contaminación fecal remota, así como con el 
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riesgo de la presencia de microorganismos capaces de resistir a los tratamientos 
habitualmente aplicados al agua para su potabilización (WHO, 2014; Lisle et al., 2004; 
Gesche et al., 2003). 
 
Los microorganismos pueden llegar por diferentes vías a las redes de distribución 
de agua de consumo, adherirse y crecer en las tuberías de agua potable y otras 
superficies, formando biopelículas, sobre todo en los puntos más lejanos de los 
sistemas de distribución, donde los flujos y la concentración de cloro residual pueden 
ser bajos. Las biopelículas presentan áreas de sorción (retención de sustancias) que 
pueden unir y acumular contaminantes orgánicos e inorgánicos, así como partículas 
y material coloidal. Las sustancias poliméricas extracelulares producidas por los 
microorganismos presentes en la biopelículas actúan como agentes de protección 
frente al estrés biológico, físico, químico y ambiental, incluyendo la depredación, la 
desecación, cambios de flujo y la acción de desinfectantes (Wingender y Flemming, 
2011; USEPA, 2006).  
 
La formación de la biopelícula causa un deterioro en la calidad organoléptica y 
microbiológica del agua, y actúa como barrera protectora de las bacterias patógenas 
que hayan sobrevivido a los procesos de potabilización. Por ejemplo, H. pylori, los 
virus y quistes u ooquistes de protozoos, necesitan un hospedador de sangre caliente, 
y por tanto su supervivencia en el agua es limitada. Sin embargo, su incorporación en 
las biopelículas podría prolongar su supervivencia (Wingender y Flemming, 2011; 
DVGW, 2011).  
 
La gran mayoría de los organismos de las biopelículas no son patógenos, pero 
pueden incluir patógenos oportunistas y de vida libre. Además, aunque la mayoría de 
bacterias heterótrofas de vida libre, hongos, protozoos, nematodos y crustáceos 
presentes en las biopelículas probablemente no sean de riesgo para los 
consumidores de agua potable, sus actividades pueden producir problemas de sabor 
y olor, aumentar la demanda de desinfectante y contribuir a la corrosión (OMS 2011, 
NRC 2006). Los microorganismos que crecen en las biopelículas posteriormente 
pueden desprenderse de las paredes de la tubería en el agua por diversas 
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circunstancias, tales como los cambios en el caudal, y representan una fuente 
potencial de contaminación del agua (Wingender y Flemming, 2011). 
 
Las biopelículas se pueden desarrollar dentro de las tuberías y en otros 
componentes, tales como puntos de salida, válvulas mezcladoras y arandelas. Las 
biopelículas son difíciles de eliminar de todas las partes del sistema una vez que se 
han establecido, y pueden ser resistentes a los desinfectantes. Por lo tanto, el objetivo 
no es eliminar las biopelículas totalmente de los sistemas de distribución, sino 
controlar su crecimiento (DVGW, 2011; Wingender y Flemming, 2011; Giõa  et al., 
2010). 
 
2.3. Helicobacter pylori, patógeno acuático emergente 
 
2.3.1. Antecedentes históricos y situación taxonómica actual 
 
A finales del siglo XIX se realizaron las primeras descripciones de 
microorganismos espirales en el estómago de animales. Durante una ponencia en 
1881, Rappin mencionó que había observado una bacteria espiral en el estómago 
canino, a la que denominó Spirocheta rappini. En 1893, Bizzozero publicó varios 
dibujos de organismos espirales en el estómago de perros, que hoy conocemos como 
Helicobacter heilmannii. Tres años después, Salomon presentó un informe 
bacteriológico de organismos espirales, probablemente Helicobacter felis, en el 
estómago de perros y gatos, incluyendo su estructura flagelar, motilidad y manejo en 
el laboratorio (Blum, 1997). 
 
Marshall y Warren, en 1982 lograron el primer cultivo de Campylobacter pyloridis, 
el actual Helicobacter pylori (Warren y Marshall, 1983), hecho que revolucionó la 
ciencia de la gastroenterología, y por el que se les concedió el Premio Nobel de 
Medicina en octubre de 2005. H. pylori está hoy en día considerado como el agente 
infeccioso más extendido en humanos, se distribuye a lo largo de todo el mundo y se 





El camino hasta su clasificación taxonómica actual ha sido largo. En 1989, análisis 
del rRNA y estudios ultraestructurales dieron como resultado el establecimiento del 
género Helicobacter, transfiriéndose las especies Campylobacter pylori 
(anteriormente Campylobacter pyloridis) y Campylobacter mustelae (anteriormente 
Campylobacter pylori subesp. mustelae) al mismo (Goodwin et al., 1989). Las claves 
para adscribir microorganismos al género fueron: bacterias curvadas Gram negativas, 
móviles mediante un flagelo envainado, capaces de formar estructuras cocoides, 
microaerofílicas, quimiorganótrofas, incapaces de fermentar u oxidar carbohidratos, 
con crecimiento óptimo a 37 ºC e incapaces de crecer a 25 ºC (Percival et al., 2004). 
 
Según la clasificación descrita en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
on line, (Euzéby, 2016) el género Helicobacter, junto con Sulfurimonas, Thiovulum y 
Wolinella, se agrupan formando la familia Helicobacteraceae (Vandamme, 2000), que 
junto a la familia Campylobacteraceae, Nautillaceae e Hydrogenimonaceae 
conforman el orden Campylobacterales de las Ɛ-Proteobacterias (Trust et al., 1994).  
 
Dentro del género Helicobacter, las especies pueden clasificarse en dos grupos 
en función de su reservorio, el estómago o el intestino. Existen algunas especies 
como H. aurati, H. bilis y H. muridarum, que pueden ser aisladas tanto del estómago 
como del intestino. 
 
Las Tablas 1 y 2 muestran las distintas especies del género, según el reservorio 
donde se encuentran y los hospedadores de los que se han aislado.  
 
Tabla 1. Especies intestinales del género Helicobacter 
Nombre Hospedero Referencia 
H. apri  Jabalís Zanoni et al. (2016) 
H. aurati Hamsters Patterson et al. (2002) 
H. bilis Ratones, perros y hombre Fox et al. (1997) 
H. canadensis Hombre Fox et al. (2002) 
H. canis Perros, hombre Stanley et al. (1994) 
H. cholecystus Hamsters Franklin et al. (1997) 
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H. cinaedi Hombre, hamsters y 
macacos 
Totten et al. (1988); 
Vandamme et al. (1991) 
H. equorum Caballos Moyarert et al. (2007) 
H. fennelliae Hombre Totten et al. (1988); 
Vandamme et al. (1991) 
H. ganmani Ratones, perros y hombre Robertson et al. (2001) 
H. hepaticus Ratones, perros y hombre Fox et al. (1994) 
H. macacae Monos Fox et al. (2013) 
H. marmotae Marmotas Fox et al. (2006) 
H. mesocricetorum Hamsters Simmons et al. (2000) 
H. muridarum Ratones, ratas Lee et al. (1992) 
H. pametensis Aves, cerdos Dewhirst et al. (1994) 
H. pullorum Pollos, hombre Stanley et al. (1995) 
H. rodentium Ratones Shen et al. (1997) 
H. trogontum Ratas Mendes et al. (1996) 
H. typhlonius Ratones Franklin et al. (2002) 
H. valdiviensis Pájaros Collado et al. (2014) 
Euzéby, 2016 (LPSN: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature. 
www.bacterio.net). 
 
Tabla 2. Especies gástricas del género Helicobacter 
Nombre Hospedero Referencia 
H. acinonychis Guepardos Eaton et al. (1993) 
H. baculiformis Gatos Baele et al. (2008) 
H. bizzozeronii Perros Hänninen et al. (1996) 
H. cynogastricus Perros Van de Bulck et al. (2006) 
H. felis Gatos, perros Paster et al. (1991) 
H. heilmannii Gatos, hombre Smet et al. (2012) 
H. himalayensis Marmotas Hu et al. (2015) 
H. mustelae Hurones Fox et al. (1988); Goodwin et al. (1989) 
H. nemestriae Macacos Bronsdon et al. (1991) 
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H. pylori Hombre, macacos Marshall et al. (1985); Goodwin et al. 
(1989) 
H. salomonis Perros Jalava et al. (1997) 
H. suis Cerdos Baele et al. (2008) 
Euzéby, 2016 (LPSN: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature. 
www.bacterio.net).  
 
Las especies descritas en las Tablas 1 y 2 son las validadas para el género 
Helicobacter. Actualmente existen otras especies que no cumplen los criterios para 
ser consideradas como especies, en muchos de los casos debido a la imposibilidad 
de obtener su cultivo, por lo que pasan a ser Candidatus. La categoría Candidatus se 
propuso para designar provisionalmente especies de procariotas de descripción 
incompleta (Murray y Stackebrandt, 1995). Actualmente encontramos como especies 
Candidatus del género Helicobacter a H. mastomyrimus (Shen et al., 2005), H. 
brantae (Fox et al., 2006), H. anseris (Fox et al., 2006) y H. centorum (Harper et al., 
2006). 
 
2.3.2. Morfología y características fisiológicas del género Helicobacter 
 
El género Helicobacter agrupa 31 especies caracterizadas por ser bacilos 
Gram-negativos, helicoidales, espirales o rectos, de 0.3-1.0 µm de ancho y de 1.5-5 
µm de largo. Presenta extremos redondeados y cuando son curvados muestran 
periodicidad espiral (Vandamme et al., 1991). Pueden tener un único flagelo polar (H. 
cinaedi y H. fenneillae) o múltiples flagelos laterales, unipolares o bipolares (H. pylori), 
con una protuberancia terminal, de 30 µm de longitud y 2.5 nm de grosor. Todos los 
flagelos son envainados. Se ha sugerido que la vaina del flagelo es una adaptación 
para moverse a través de la mucosa y protegerse contra el ácido del estómago 
(Owen, 1993). 
 
Son bacterias microaerofílicas, con metabolismo de tipo respiratorio. No 
utilizan carbohidratos. El crecimiento en los medios de cultivo diseñados para 
recuperar bacterias del género Helicobacter se evidencian tras 2-5 días de incubación 
a 37 ºC, las características de las colonias son no pigmentadas, translúcidas, de 1-2 
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mm de diámetro. Crecen a 30 ºC pero no a 25 ºC. Son catalasa y oxidasa positivo. 
Producen H2S y no son capaces de hidrolizar el hipurato. Las especies gástricas son 
productoras de ureasa. Su contenido en G+C varía entre 35 y 44% (Vandamme et al., 
1991). 
 
2.3.2.1.  Características de Helicobacter pylori 
 
H. pylori es la especie tipo del género y la más importante en patología 
humana por su estrecha relación con la úlcera péptica y el cáncer gástrico (Dunn et 
al., 1997). Es una bacteria Gram-negativa, mide de 2 a 4 μm de longitud y 0,5 a 1 μm 
de ancho, microaerófilo, posee una membrana externa y, en promedio, seis flagelos 
polares que están protegidos por una estructura lipídica; es ureasa, catalasa y 
citocromo-oxidasa positivo. Entre sus principales factores de virulencia se encuentra 
la ureasa, que transforma la urea en amoniaco y agua, permitiendo a la bacteria 
sobrevivir en el estómago en pH ácido mediante la creación de un entorno neutro; 
también se encuentran lipasas, adhesinas, factor activador plaquetario y las 
citotoxinas CagA y VacA entre otros (Terebiznik et al., 2006; Marshall, 2002; Brown, 
2000). 
 
Aunque por lo general su forma es espiral, la bacteria puede aparecer como 
un bacilo o en forma cocoide, después de prolongados tiempos de cultivo in vitro, un 
largo período de inoculación en muestras de agua o leche, o el tratamiento con 
antibióticos (Percival y Suleman, 2014; Vale y Vitor, 2010; She et al., 2003).  H. pylori 
presenta dos formas, la forma espiral que es viable y cultivable y una forma cocoide 
que es viable pero no cultivable (VCN) (Percival y Suleman, 2014; Lofgren et al., 
2011). Diversos estudios han demostrado que la cantidad de ADN, ARN y el contenido 
de ATP se reducen en las formas cocoides y también expresan menos proteínas 
relacionadas con la superficie celular (Engstrand, 2001; Wang et al., 1997). Como 
resultado de la transformación de la bacteria en la forma cocoide ocurre la 
condensación del ADN y RNA bacteriano, pero no se evidencian cambios 
fundamentales en la expresión de los genes de virulencia de H. pylori (Wang et al., 
2004). Saito et al. (2003) revelaron que las formas cocoides de H. pylori no son células 
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pasivas ya que podían infectar activamente las células epiteliales gástricas de los 
humanos, lo que demuestra que estas células no cultivables son formas infectivas. 
 
Actualmente se admite que existen tres estados de la forma cocoide de H. 
pylori: 1) una degenerativa, picnótica, no cultivable donde la bacteria se encuentra en 
fase de muerte; 2) una forma cocoide que es viable pero no cultivable (VNC) y 3) una 
forma cocoide viable que puede ser cultivada en agar, debido a la capacidad de la 
bacteria de retornar a su forma vegetativa helicoidal, lo cual abre nuevos horizontes 
para entender la transmisión de la infección de H. pylori a través del agua (Dús et al., 
2013; Andersen y Rasmussen, 2009; Azevedo et al., 2007).   
 
Kusters et al. (1997) realizaron un estudio para determinar si la conversión 
morfológica de H. pylori es un proceso activo que requiere la síntesis de novo de 
proteínas, mediante la comparación de las tasas de conversión en presencia y 
ausencia de la proteína y de los inhibidores de la síntesis de ARN, y encontraron que 
la conversión es un proceso pasivo y que la síntesis activa de proteínas y de ARN no 
es necesaria para la conversión de H. pylori a partir de su forma helicoidal a cocoide. 
También estudiaron los efectos de diferentes condiciones de incubación en la tasa de 
conversión morfológica de H. pylori, con el fin de establecer en qué medida las 
condiciones de incubación adversas estimulan la conversión a formas cocoides, 
encontrando que el primer signo ultraestructural de la conversión morfológica es la 
formación de una estructura en forma de ampolla, en un extremo de la bacteria. Esta 
ampolla luego aumenta de tamaño y se traslada a la parte media, aumentando de 
esta forma la curvatura de la bacteria. La estructura en forma de ampolla continúa 
creciendo en tamaño, y con ello la morfología de la bacteria cambia de forma bacilar, 
a forma de U, y posteriormente a una forma totalmente cocoide, donde ya no hay un 
claro cilindro protoplásmico; finalmente, la bacteria pierde la integridad de la 
membrana (Kusters et al., 1997).  
 
La forma de supervivencia de H. pylori en ambientes acuáticos es poco 
conocida. Tampoco se conoce cómo el entorno afecta su viabilidad. Por esta razón 
se ha sugerido que la presencia de formas cocoides en aguas potables y crudas 
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utilizadas por los humanos puede influir en la transmisión de la infección (Li et al., 
2014; Plonka et al., 2014; Azevedo et al., 2007; Cellini et al., 2004).  
 
2.3.2.2.  Factores de patogenicidad de H. pylori 
 
Varios genes de H. pylori se han asociado con virulencia y mayor riesgo de 
enfermedad gástrica grave. En particular se han estudiado genes relacionados con la 
producción de citotoxinas bacterianas, la inducción de citoxinas proinflamatorias y la 
adhesión de la bacteria al epitelio (Atherton, 1998). Los determinantes patogénicos 
de H. pylori se han divido en dos grupos: factores de virulencia, como vacA, cagA, 
cagE, iceA, oipA entre otros, que contribuyen a los efectos patogénicos de la bacteria; 
y factores que permiten a la bacteria colonizar y mantenerse en el hospedador, como 
glmM y ureA.  
 
El gen glmM codifica para la enzima fosfoglucosamina mutasa (De Reuse et 
al., 1997), enzima que cataliza la interconversión de GlcN-6-fosfato, encargado de 
producir uno de los precursores del pepticoglucano de la pared celular bacteriana. Se 
ha demostrado que este gen desempeña un papel único y esencial para el crecimiento 
y supervivencia de H. pylori (De Reuse et al., 1997), y ha sido propuesto para 
detección de H. pylori a partir de muestras clínicas y muestras con un alto contenido 
de microbiota acompañante e interferentes orgánicos (Bamford et al., 1998). Quaglia 
et al. (2008), utilizaron el gen glmM de H. pylori para determinar su presencia en 
muestras de leche y lo detectaron en 34.7% (139/400) muestras. 
 
H. pylori es capaz de sobrevivir contra los efectos nocivos del ácido gástrico 
produciendo ureasa, localizada en el citosol y la membrana bacteriana. Esta enzima 
hidroliza la urea generando amoníaco, con lo que su entorno inmediato se convierte 
en un medio relativamente alcalino a la vez que estimula la activación de la fagocitosis 
mononuclear y la secreción de citoquinas. Estudios in vitro han demostrado que la 
ureasa también tiene efecto toxico directo sobre las células epiteliales gástricas 
(Córdova-Espinoza et al., 2011; Otteman y Lowenthal, 2002). Se han descrito 
diversas variantes de los genes que la codifican, aunque no parecen afectar la 
virulencia del patógeno (Moore et al., 1993).  
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El gen ureA está presente en todas las cepas de H. pylori y ha sido 
ampliamente utilizado para la detección de la bacteria a partir de muestras 
ambientales (Cuervo et al, 2017; Carbone et al., 2005; Moreno et al., 2003a). La 
presencia de H. pylori en una región de Japón, con una alta tasa de infección, fue 
investigada por Sasaki et al. (1999) utilizando el gen ureA. Estos investigadores 
comprobaron que el ADN de H. pylori estaba presente en el agua de ríos y estanques, 
especímenes de moscas y heces de vaca, indicando que el agua y otras fuentes 
ambientales podrían servir como vehículos para la transmisión de H. pylori.  
 
La proteína VacA es una de las principales toxinas de H. pylori y uno de los 
factores de virulencia que más se asocian a la incidencia de enfermedades gástricas 
severas, junto con CagA y BabA (Cover y Blanke, 2005). Al interactuar con las células 
epiteliales esta toxina induce la formación de vacuolas, alterando las funciones 
normales que ocurren en la vía endocítica, ya que facilita la liberación de hidrolasas 
al medio extracelular, lo que a su vez afecta la integridad del epitelio gástrico y la 
degradación de ligandos exógenos. VacA también tiene la capacidad de unirse a la 
membrana interna de las mitocondrias, afectando a la polarización de la misma, y 
promoviendo la liberación del citocromo c, lo que desencadena la cascada pro-
apóptotica de la caspasa III. VacA está compuesta por 2 subunidades (p33 y p55) y 
es codificada por el gen polimórfico vacA presente en todas las cepas de H. pylori 
(McClain et al., 2017; Jones et al., 2011).  
 
Existen varias variantes alélicas del gen vacA: La variabilidad del gen vacA 
entre cepas parece estar limitada fundamentalmente a las regiones señal (alelos s1a, 
s1b, s1c y s2) y la región media (alelos m1 y m2), cada gen vacA contiene un alelo s 
y un alelo m, y la diversidad en la secuencia afecta a la actividad vacuolizante de la 
citotóxina (Martínez-Carrillo et al., 2014). El análisis de la presencia de las distintas 
combinaciones genotípicas de estas regiones con la aparición de las diferentes 
enfermedades, ha revelado que el genotipo s1m1 causa mayor daño celular que el 
s1m2, mientras que los genotipos s2m2 y el, raramente encontrado, s2m1 no resultan 
tóxicos (Hemmatinezhad et al., 2016). Diversos estudios han demostrado que en el 
50-60% de pacientes con patología de gastritis crónica son H. pylori positivos y el 
genotipo más prevalente es el vacAs1m1 (80-90%). De igual forma, se ha reportado 
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que alrededor del 60% de los pacientes con cáncer gástrico son H. pylori positivos y 
el genotipo más frecuente es vacAs1m1/cagA+ (60%) (Martínez Carrillo et al., 2014; 
Cavalcante et al., 2012). 
 
Adicionalmente, se ha identificado un nuevo sitio polimórfico dentro del gen, 
designado como región intermedia (i), por la posición que ocupa entre las regiones s 
y m, de la cual se han descrito las variantes i1 e i2. Varios estudios han demostrado 
una asociación significativa entre el alelo i1 y el cáncer gástrico, y que solo este alelo 
del gen aparece como marcador independiente de esta enfermedad. La tipificación 
de la región i podría ser suficiente para la identificación de las formas patogénicas de 
VacA, debido a que la presencia de i1 se relaciona con mayor citotoxicidad y la de i2 
con su ausencia, indicando así la capacidad reguladora y predictora de patogenicidad 
de la región intermedia. La característica más importante de esta región es que 
genera aumento en la capacidad de formación del canal iónico, tropismo celular y una 
mayor actividad vacuolatizante. Cuando i1 se asocia con s1 y m1 se presentan formas 
muy severas de enfermedad causada por H. pylori (McClain et al., 2017; Keilberg y 
Ottermann, 2016; Rhead et al., 2007) (Figura 1). 
 
 
Figura 1. Presentación esquemática del gen vacA de Helicobacter pylori.  la figura ilustra la 
relación de las regiones vacA en los dominios p33 y p55 (McClain et al., 2017). 
 
El gen vacA ha sido ampliamente utilizado para detectar H. pylori en muestras 
clínicas y ambientales. En un estudio realizado en Inglaterra por Watson et al. (2004) 
se evaluaron los sistemas de distribución de aguas tratadas, como posibles fuentes 
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de transmisión de H. pylori, analizaron muestras de agua y biopelículas. Usaron PCR 
para amplificación de un fragmento del gen vacA, y detectaron ADN en 26% de las 
muestras, con una mayor frecuencia en las biopelículas (42%). Estos hallazgos 
evidencian que H. pylori se encuentra presente en el agua potable. 
 
El gen asociado a la citotoxina CagA es un marcador de la presencia del islote 
de patogenicidad PAI, de 40 kb, el cual codifica para la proteína CagA y para los 
componentes de un sistema de secreción tipo IV, encargado de permitir la exportación 
de esta proteína al interior de la célula blanco (Figura 2). Las cepas de H. pylori 
pueden o no tener el gen, y por tanto se clasifican como cagA positivo y cagA 
negativo, siendo las primeras más virulentas que las segundas. Las cepas cagA+ se 
asocian con mayor inducción de interleukina 8 (IL-8) en el epitelio y mayor riesgo de 
producir úlcera péptica, gastritis atrófica y cáncer (Keilberg y Ottermann, 2016; 
Arévalo et al., 2009).  
 
Cittelly et al. (2002) realizaron un estudio utilizando cepas de H. pylori aisladas 
de pacientes colombianos y encontraron que en gastritis no atrófica existe una 
frecuencia más baja de cepas con genotipos citotóxicos (cagA positivo y vacA) en 
comparación con la observada en gastritis atrófica, metaplasia intestinal, úlcera 
péptica y cáncer gástrico. Esto sugiere que estos genes pueden ser usados como 
marcadores de mayor virulencia y riesgo de desarrollar enfermedad gástrica severa; 
sin embargo, carecen de utilidad para diferenciar cepas con potencial carcinogénico 
de cepas con potencial ulcerogénico.  
 
Se han propuesto otros genes como marcadores de virulencia, dentro de los 
cuales cabe destacar el gen cagE, que forma parte de cagPAI, como indicador de la 
funcionalidad de este complejo. Éste y otros genes del islote son importantes en el 
incremento de expresión de IL-8 en el epitelio gástrico (Ranjbar et al., 2016).  
 
El gen oipA, localizado fuera del PAI, puede inducir también liberación de IL-8 





Figura 2. Representa la isla de patogenicidad de H. pylori. Región que se encuentra entre el 
gen glr y un ORF HP0519 (Arévalo et al., 2009). 
 
Uno de los retos en la investigación de la etiopatogenia de las enfermedades 
producidas por H. pylori es la identificación de los factores de virulencia predictivos 
de la progresión de la infección. Se han propuesto varios factores de virulencia como 
cagA, vacA y babA, entre otros. Aunque se han asociado con un mayor riesgo de 
enfermedad ulcerosa péptica, adenocarcinoma gástrico o linfoma tipo MALT, ninguno 
de ellos implica por sí mismo el desarrollo de una enfermedad en concreto, ya que en 
el desarrollo de patologías gástricas están involucrados factores genéticos del 
huesped, ambientales y los factores de virulencia de la bacteria. Esta asociación 
aumenta cuantos más factores de virulencia acumula una bacteria (Wen et al., 2009). 
 
2.3.2.3. Transmisión de H. pylori 
  
En la actualidad más del 50% de la población mundial está infectada por H. pylori. 
(Hu et al., 2017; Keilberg y Ottemann, 2016). Se han destacado varios factores de 
riesgo relacionados con la infección por H. pylori y que son consecuencia de factores 
socioeconómicos; estos incluyen, pobre desarrollo social y económico, bajo nivel 
educativo, prácticas inadecuadas de higiene durante la infancia, hacinamiento 
familiar, carencia de baño en el hogar, ausencia de agua potable, ausencia de 
instalaciones para aguas residuales y el manejo inapropiado de alimentos (Vale y 
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Vitor, 2010; Nouraie et al., 2009). El mejoramiento de las condiciones higiénicas 
generales disminuye la prevalencia de la infección. Factores genéticos del 
hospedador también se han asociado con la infección, especialmente en la progresión 
de la gastritis crónica a otras entidades como gastritis atrófica, metaplasia intestinal y 
cáncer gástrico (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Distribución de la infección de H. pylori en la población mundial, vinculada con el 
grado de desarrollo económico (Tomado de: Hu et al., 2017). 
 
A pesar la alta prevalencia de la infección por H. pylori a nivel mundial, las vías de 
transmisión son todavía inciertas (Mosane et al., 2004). Son varias las teorías que se 
han propuesto para explicar la transmisión de la bacteria al humano, las más 
plausibles son la vía oral–oral y la vía fecal-oral (Keilberg y Ottemann, 2016; Brown, 
2000).  
 
La ruta exacta de la transmisión persona-persona todavía no es clara, aunque se 
ha demostrado que la bacteria es adquirida durante la infancia a través de la vía oral-
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oral, de madre a hijo, o por contacto con familiares infectados (Keilberg y Ottemann, 
2016). 
Aunque el único reservorio conocido de H. pylori es el estómago humano, parece 
que este patógeno es capaz de sobrevivir en ambientes externos (Keilberg y 
Ottemann, 2016; Brown, 2000). La información exacta sobre su persistencia fuera del 
hospedador humano es limitada. A pesar de esto, cada vez existen más evidencias 
que H. pylori puede existir en reservorios externos y sirven de manera potencial para 
su transmisión al hospedador (Percival y Suleman, 2014; Moreno y Ferrús, 2012). 
 
2.3.2.4.  El agua como una fuente de transmisión de la infección por H. pylori 
 
La hipótesis que el agua puede ser una ruta de transmisión de H. pylori está 
soportada por aproximaciones epidemiológicas que han observado una alta 
prevalencia de la infección y una tasa de contaminación más rápida en países en 
desarrollo que, en la mayoría de los casos, sufren de problemas relacionados con la 
distribución de agua apta para el consumo humano entre la población (Aziz et al., 
2015; Hulten et al., 1996,). Goodman et al (1996), en un estudio realizado en 
Colombia, encontraron que el agua de los arroyos que los niños usan para bañarse, 
tomar y nadar, al igual que en las aguas de uso recreacional, aumentan 
significativamente el riesgo de infección de ésta población, presentando un OR= 3.3 
(Plonka et al., 2014; Palomino y Tomé, 2012; Goodman et al., 1996). 
 
Diversos estudios sugieren que H. pylori puede residir en los sistemas de agua 
potable, probablemente por la contaminación fecal de las aguas residuales sometidas 
o no a tratamiento y finalmente utilizadas como fuentes para potabilización del agua 
de consumo humano (Leja et al., 2016; Bahrami et al., 2013; Al-Sulami et al., 2012). 
Se han realizado diversos estudios en los cuales se ha detectado H. pylori en agua 
potable. Entre estos destacamos el realizado por Mazari-Hiriart et al. (2005), quienes 
utilizaron la amplificación por PCR para la detección del gen cagA en muestras de 
agua tomadas antes y después del proceso de cloración. Los resultados obtenidos 
demostraron que el gen cagA se detectó en cuatro de siete muestras cloradas y en 
dos de ocho muestras no cloradas, mostrando que el proceso de desinfección del 
agua con cloro no representa una diferencia significativa en la presencia de H. pylori. 
 
 24 
También realizaron la secuenciación del 16S rARN del ADN de H. pylori encontrado 
en las muestras de agua; los resultados de las secuencias obtenidas muestran una 
alta homología entre los genes 16S rARN de los aislamientos de H. pylori de humanos 
y de aguas.  
 
Aunque la desinfección con cloro puede inactivar puede inactivar a H. pylori, y 
de este modo hacer difícil su detección en el agua de consumo, la bacteria puede 
residir en las biopelículas formadas por microorganismos heterótrofos que se 
encuentran en los sistemas de distribución de agua tratada y permanecer allí en su 
estado VNC (Khan et al, 2012; Giaõ et al., 2010). Giaõ et al. (2010) realizaron un 
estudio en el cual utilizaron una sonda de hibridación para el rARN 16S (PNA) y 
demostraron que H. pylori persiste en las biopelículas expuestas a bajas 
concentraciones de cloro (0.2 y 1.2 mg/L) hasta por 26 días, aunque en el estudio no 
pudo ser cultivado. Los resultados obtenidos apoyan la hipótesis que el cloro en el 
agua podría inhibir la actividad de H. pylori, pero que no logra eliminar el patógeno en 
los sistemas de distribución de agua potable, en donde sobrevive en un estado VNC. 
Moreno et al. (2007) demostraron que H. pylori sobrevive a las prácticas de 
desinfección normalmente usadas en el tratamiento de agua potable, cuando ésta se 
encuentra en el estado VNC.  
 
2.3.3. Estrategias de concentración de H. pylori 
 
Una de las limitaciones para cultivar y aislar H. pylori a partir de agua potable 
es la baja concentración en la que se puede encontrar. Para concentrar H. pylori a 
partir de muestras de agua se han utilizado diversas estrategias que buscan obtener 
un mejor resultado en la recuperación y detección de la bacteria; las más usadas son: 
centrifugación, filtración y separación inmunomagnética. 
   
2.3.3.1. Centrifugación 
 
El objetivo de la centrifugación es concentrar las células de H. pylori presentes 
en las muestras de agua. Esta ha sido una estrategia de concentración de la bacteria 
ampliamente utilizada tanto en aguas superficiales, como residuales, marinas y 
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potables. En los diversos estudios donde se aplica este método, el volumen de 
muestra utilizada varía entre 100mL y 1000mL. De igual forma, el tiempo y la 
velocidad de centrifugación varían entre 10 a 30 minutos y 1500 a 20000rpm, 
respectivamente. Una vez realizado el proceso de centrifugación el sobrenadante es 
descartado y el pellet es resuspendido. Esta suspensión es utilizada para la detección 
de la bacteria por diversos métodos de (Tirodimos et al., 2014; Moreno y Ferrús, 2012; 




Para la concentración de H. pylori se ha utilizado frecuentemente el método 
de filtración por membrana, el cual consiste en hacer que la muestra de agua pase 
mediante vacío por un filtro de celulosa cuyo tamaño de poro puede variar entre 0,22 
µm y 0.8 µm. De acuerdo al tamaño de H. pylori, las membranas más utilizadas son 
las de tamaño de poro de 0.22 µm y 0.45 µm. En el caso del agua potable el volumen 
de muestra filtrado varia de 100 a 1000mL, debido a la baja concentración que se 
espera obtener de la bacteria en la muestra (Flores-Encarnación et al., 2015; Herrera-
Romero et al., 2015; Bahrami et al., 2013; Moreno y Ferrús, 2012; Moreno et al., 
2003a).  
 
2.3.3.3. Separación Inmunomagnética (SIM) 
 
La técnica de separación inmunomagnética (SIM) tiene grandes ventajas 
sobre los métodos de aislamiento tradicional de microorganismos patógenos en 
muestras heterogéneas, como sangre, alimentos y muestras fecales, siendo una 
técnica rápida y sensible para la separación de muchos patógenos (Fernández-
Delgado et al., 2008; Enroth y Engstrand, 1995; Olsvik et al., 1994). La SIM utiliza 
partículas superparamagnéticas (Fe2O3 y Fe3O4) que están cubiertas con una delgada 
envoltura de polímeros, encerrando el material magnético. Esto proporciona una 
superficie apropiada para la adsorción de varias moléculas de reactivos. Según la 
aplicación que se le quiera dar a la SIM existen distintos ligandos: anticuerpos, una 
proteína o antígeno, sondas de ADN o ARN o cualquier otra molécula con afinidad 
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para la muestra diana que se deseé aislar (Enroth y Engstrand, 1995; Olsvik et al., 
1994). 
 
La metodología SIM consiste en el uso de perlas magnéticas sensibilizadas 
con anticuerpos específicos para antígenos de superficie de los microorganismos. El 
proceso de separación consta de dos pasos fundamentales: en el primero, la 
suspensión que contiene el microorganismo diana se mezcla con las perlas 
magnéticas sensibilizadas. De esta forma se produce la unión anticuerpo-antígeno 
(complejo magnético) alrededor de las perlas magnéticas y el microorganismo se 
adhieren a las perlas, formando agregados en un extremo del tubo gracias a la acción 
de un imán. En el segundo paso, el complejo magnético se lava varias veces para 
eliminar los contaminantes no deseados, incluyendo posibles inhibidores de la PCR 
que pudieran encontrarse en la muestra y se utiliza para detectar la presencia del 
microorganismo por cualquier método habitual (cultivo, PCR, hibridación, microscopía 
de fluorescencia, etc). La flexibilidad del sistema permite aislar prácticamente 
cualquier microorganismo diana, dependiendo del ligando específico empleado 
(Yakub y Stadterman-Knauer, 2004). (Figura 4).  
 
 




Este método de SIM seguido por un análisis por PCR, puede ser usado para 
la detección de H. pylori en aguas y materia fecal, ya que permite eliminar inhibidores 
de la PCR y por tanto una mejor detección de H. pylori en estas muestras, en las que 
la bacteria se encuentra posiblemente en forma cocoide (Velázquez y Feirtag, 1999; 
Enroth y Engstrand, 1995).  
 
Enroth y Engstrand (1995) desarrollaron un protocolo basado en la asociación 
de las perlas inmunomagnéticas pre-tratadas con un anticuerpo monoclonal de 
adherencia a la superficie de H. pylori, para facilitar el aislamiento de la bacteria y 
como método de pre-tratamiento para la PCR. Esta técnica ha sido utilizada como un 
paso inicial importante para la concentración de H. pylori en aguas residuales no 
tratadas, ya que elimina las sustancias contaminantes que pueden interferir con el 
cultivo de la bacteria (Lu et al., 2002). 
 
La técnica de SIM-PCR fue usada para determinar la posible relación 
epidemiológica entre aislamientos de Helicobacter spp. a partir de aguas potables y 
la presencia de la bacteria en la comunidad (Hulten et al., 1996). Aunque la obtención 
de falsos positivos por amplificaciones no específicas no se puede descartar, los 
resultados de este estudio fueron consistentes con las conclusiones del estudio 
epidemiológico previo.  
 
2.3.4. Técnicas para la detección e identificación de H. pylori en aguas 
 
2.3.4.1. Detección y aislamiento por cultivo 
 
El método tradicional por excelencia para la detección e identificación de 
microorganismos es la observación de su crecimiento en sustancias nutritivas 
preparadas en el laboratorio. La capacidad de recuperación de bacterias a partir de 
una muestra viene determinada principalmente por la técnica empleada, la naturaleza 
de la muestra, el número de microorganismos presentes en ella y el estado fisiológico 




Para el aislamiento a partir de muestras altamente contaminadas, como es el 
caso de las muestras ambientales o de alimentos, es necesaria una primera fase de 
enriquecimiento, que consiste en incubar la muestra en un medio líquido selectivo, 
para eliminar parte de la microbiota acompañante, durante un periodo de 24-48 horas 
en las condiciones ambientales adecuadas, según el tipo de microorganismo. Se ha 
demostrado que las cepas de H. pylori crecen bajo condiciones de microaerofilia 
(Condiciones óptimas de 2-5% O2, 5-10% CO2, 85% N2). Su crecimiento puede darse 
entre 34-40°C, con un óptimo a 37°C durante 48-72 h. Aunque su ambiente natural 
es la mucosa gástrica, H. pylori sobrevive por cortos periodos de exposición a pH <4 
pero su crecimiento ocurre en un rango relativamente amplio, de 5.5 a 8, con un 
crecimiento óptimo en pH neutro (Vale y Vítor, 2010; Kusters et al., 2006). 
 
Se ha demostrado que H. pylori crece en medios de cultivo sólidos o líquidos 
muy enriquecidos y selectivos, entre los medios líquidos los mas utilizados son Caldo 
Brucella (Walsh y Moran, 1997), caldo infusión cerebro corazón, caldo tripticasa de 
soya, caldo Mueller-Hinton (Walsh y Moran, 1997; Shahamat et al., 1991), ‘‘caldo 
Andersen’’ (Andersen et al., 1997), y Caldo Columbia (Shahamat et al., 1991). Entre 
los medios de cultivo solidos se destacan los agares BHI, Brucella, Columbia, DNAse 
agar, Muller Hinton, Tripticasa de soya (TSA), agar Wilkins–Chalgren (Poms y Tatini, 
2001; Stevenson et al., 2000), Agar Base, Medio HPSPA (agar H. pylori peptona 
especial) (Degnan et al., 2003) o Agar RA2 (Park et al., 2001). Los medios se 
enriquecen al ser suplementados con sangre pura, suero, eritrocitos lisados, hemina 
(Shahamat et al., 1991), extracto de levadura (Westblom et al., 1999; Walsh y Moran, 
1997), peptona (Walsh y Moran, 1997), IsoVitaleX (Henriksen et al., 1995; Westblom 
et al., 1991), Vitox (Morgan et al., 1990), almidón (Coudron y Stratton, 1995), y 
ciclodextrinas (Walsh y Moran, 1997; Marchini et al., 1994). Adicionalmente para 
hacer el medio selectivo se utiliza una combinación de antibióticos a los que de 
manera natural H. pylori es resistente, como por ejemplo el suplemento Dent, que 
contiene vancomicina, trimetoprim, cefsoludina y anfotericina B. 
 
Duque-Jamaica et al. (2012) evaluaron varios medios de cultivo básicos: BHI, 
Brucella, y Mueller-Hinton y diversos suplementos a diferentes concentraciones: 
sangre de cordero, suero fetal bovino y sangre de caballo desfibrinada, suplemento 
 
 29 
antibiótico DENT, suplemento antibiótico Preston, IsoVitaleX y Vitox. De sus 
resultados se destaca que los medios y condiciones de cultivo óptimos fueron: 
Infusión Cerebro corazón, agar sangre (1,5% w/v), sangre de cordero (3,18% v/v), 
DENT (0,11% v/v), y Vitox (0,52% v/v) a 60 rpm y 37°C con CO2 filtrado (5% v/v). 
 
Para el cultivo de H. pylori en aguas se han desarrollado diversas estrategias, 
entre las cuales se destaca el uso de los siguientes medios de cultivo: Agar Columbia 
Sangre suplementado con 10% de sangre de caballo, Agar Brucella que contenía: 5% 
de sangre de oveja desfibrinada, 10 mg/l vancomicina, 5 mg/l trimetoprima, y 2500 
IU/l sulfato de polimixina B, 7.5 mg/l de anfotericina B, y 5 mg/l cefsulodina o Agar 
RA2 (Moreno y Ferrús, 2012; Buck y Oliver, 2010; Gião et al., 2008; Queralt y Araujo, 
2007; Park et al., 2001).  
 
A pesar de la amplia investigación sobre medios de cultivo, pocos estudios 
han conseguido el aislamiento de H. pylori a partir de muestras de agua (Vale y Vítor, 
2010). Lu et al. (2002) lograron aislar la bacteria a partir de aguas residuales 
municipales de un canal en la frontera entre Estados Unidos y México. Los autores 
utilizaron una combinación de la técnica de separación inmunomagnética (SIM) y 
técnicas de cultivo. Después de la concentración de la muestra por SIM, el conjugado 
de perlas fue sembrado en placas de agar Columbia suplementado con sangre y se 
incubaron de 3 a 5 días en condiciones de microaerofilia a 37°C; posterior a la 
incubación, seleccionaron las colonias pequeñas, de color gris y les realizaron 
coloración de Gram y pruebas bioquímicas. En un total de 23 de los 132 aislamientos 
de los cultivos se confirmó que eran H. pylori por amplificación y posterior 
secuenciación del gen 16S ARNr.  
 
Moreno y Ferrús (2012) utilizaron una técnica de filtración por membrana 
modificada para la detección de H. pylori a partir de muestras de aguas superficiales 
y residuales. Los filtros fueron inoculados en caldo Columbia para preenriquecimiento 
y la muestra fue colocada directamente sobre Agar pylori y Agar base Columbia 
suplementado con 10% de sangre de caballo desfibrinada y DENT. De esta forma 
obtuvieron un cultivo positivo de H. pylori pero, debido a la imposibilidad para asilar 
las colonias por el crecimiento simultaneo de microbiota interferente en las placas, la 
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identificación específica de la bacteria solo se logró con técnicas moleculares como 
FISH y PCR.   
 
En la actualidad no se cuenta con un medio de cultivo específico para la 
detección de H. pylori en diferentes matrices, es por esto que la mayoría de autores 
recomiendan el uso de técnicas moleculares para su detección (Douterelo et al., 2014; 
Nayak y Rose, 2007; McDaniels et al., 2005).  
 
2.3.4.2. Técnicas Moleculares 
 
2.3.4.2.1.  Reacción en cadena de la polimerasa - PCR 
 
El fundamento de la PCR es la amplificación in vitro de ADN mediante el uso 
de enzima ADN-polimerasa termoestable y un par de oligonucleótidos que delimitan 
el fragmento a amplificar (Mullis, 1990). Entre las ventajas de esta técnica destacan 
su sencillez, rapidez y sensibilidad. Además, se requiere muy poco material biológico 
de partida, mientras que la mayoría de análisis químicos precisan de grandes 
cantidades (Tamay de Dios et al., 2013). 
 
Debido a la sencillez de la técnica, su uso en los laboratorios clínicos ha 
supuesto una revolución en el concepto de la detección microbiológica. Problemas 
tales como la dificultad de detección de determinados virus y la imposibilidad de 
aislamiento de algunos microorganismos por su dificultad o incapacidad para 
desarrollarse in vivo pueden obviarse mediante la PCR, lo que ha hecho que esta 
técnica suponga una alternativa a veces obligada para su uso en microbiología. 
Además, la versatilidad de esta técnica ha permitido su aplicación a otros campos de 
interés económico como es el caso de la medicina forense, identificación genética o 
control de calidad de las industrias (Kabir, 2004). 
 
Uno de los inconvenientes de la técnica de la PCR convencional es que no 
discrimina entre células vivas y muertas, e incluso puede amplificar restos de ADN 
procedentes de células inactivadas (Tamay de Dios et al., 2013). En cuanto a la 
metodología, las principales dificultades incluyen hacer accesibles los ácidos 
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nucleicos y eliminar los inhibidores de la reacción de PCR en un rango amplio de 
matrices complejas (Wilson, 1997). En este sentido, H. pylori presenta el 
inconveniente adicional de poder encontrarse en el agua en forma de células viables 
no cultivable con paredes celulares más inaccesibles, lo que dificulta la extracción de 
ADN para su análisis (Boehnke et al., 2018; Orta De Velásquez et al., 2016). 
 
Un aspecto importante para el éxito de la PCR es el diseño de los iniciadores. 
Son moléculas de ADN monocatenario de entre 15 y 30 nucleótidos que la polimerasa 
emplea para comenzar a polimerizar, de forma que el punto de inicio de la síntesis de 
nuevas moléculas de ADN lo establece la posición del iniciador. Es condición 
indispensable que los iniciadores sean específicos del ADN que se vaya a amplificar. 
En la mayoría de los casos, conocer la secuencia completa del microorganismo de 
interés es muy complicado y por lo tanto es habitual recurrir a la información 
recopilada por otros investigadores y almacenada en bases de datos. La recopilación 
de secuencias de 16S y del 23S en los bancos de datos es una excelente ayuda a los 
investigadores en el desarrollo de nuevos iniciadores para la detección mediante PCR 
(Bou et al., 2011). 
 
La PCR se ha empleado en una gran cantidad de estudios para detectar 
Helicobacter en un variado tipo de muestras: placa dental y saliva (Song et al., 2000); 
heces (Lu et al., 2002); leche cruda (Rahimi y Kheirabadi, 2012; Doyle, 2002); 
vegetales (Atapoor et al., 2014) y moluscos (Fernández et al., 2007). Existen diversos 
trabajos en los que ha sido detectado H. pylori en aguas superficiales y residuales 
mediante PCR (Moreno y Ferrús 2012; Krumbiegel et al., 2004; Moreno et al., 2003a; 
Horiuchi et al., 2001).  
 
La PCR es un método que permite la amplificación de genes específicos para 
detectar H. pylori en distintas fuentes de agua. Algunos de ellos, como ureA (ureasa) 
(Cuervo et al., 2017); hpaA (adhesina) (Janzon et al., 2009); cagA (proteína CagA) 
(Chomvarin et al., 2017); vacA (Morenoy Ferús, 2012) y glmM (fosfoglucosamina 
mutasa) (Bahrami et al., 2013), son los comúnmente seleccionados con la finalidad 
de evitar la reactividad cruzada entre H. pylori y otras especies del mismo género o 
con otras bacterias (Azis et al., 2015). Sin embargo, otras especies bacterianas 
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estrechamente relacionadas y subespecies desconocidas del género Helicobacter 
podrían interferir en los ensayos de PCR y debe tenerse en cuenta la obtención de 
resultados discrepantes entre distintos autores en los análisis de las muestras 
ambientales (Fernández-Delgado et al., 2008; Engstrand, 2001; Park et al., 2001; Li 
et al., 1995).  
 
Lu et al. (2002) utilizaron la PCR para verificar los aislamientos de H. pylori a 
partir de aguas residuales municipales no tratadas de la ciudad de Juárez (México). 
En el estudio utilizaron secuencias de iniciadores para el gen 16S rRNA y las formas 
alélicas del gen vacA (vacA s1a, vacA s1b, vacA s2, vacA m1 y vacA m2). La mayoría 
de aislamientos positivos pertenecían al genotipo vacA s1a/m1, combinación alélica 
que se ha informado está asociada frecuentemente con la formación de úlcera 
gástrica. Estos hallazgos sugieren que las aguas contaminadas con materia fecal, 
puede ser una posible fuente de transmisión fecal-oral de H. pylori. Moreno y Ferrús 
(2012) utilizaron la PCR para la detección de H. pylori en aguas residuales tratadas 
usando secuencias de oligonucleótidos que codifican para el gen vacA y en sus 
resultados destacan la presencia de H. pylori en el agua después del tratamiento 
secundario e incluso en el efluente final después de la desinfección terciaria del agua 
residual.  
 
2.3.4.2.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa en Tiempo 
Real - qPCR 
 
La qPCR es una técnica que combina la detección y la cuantificación en un 
mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una 
señal de intensidad de fluorescencia. Posee características importantes como alta 
especificidad, amplio rango de detección (de 1 a 107 equivalentes genómicos de la 
secuencia blanco) (Brechtbuehl et al., 2001) y rapidez en la visualización del producto, 
ya que no es necesario realizar una electroforesis posterior. Es una herramienta 
poderosa, simple y rápida y está destinada a sustituir a muchas técnicas tradicionales 
en los laboratorios de microbiología. De esta forma, estableciendo el nivel umbral 
sobre la señal de fluorescencia basal, es posible determinar el ciclo en el cual se inicia 
la fase exponencial de la amplificación del ADN (ciclo umbral, Cт “threshold cycle”), 
 
 33 
el cual está relacionado directamente con la cantidad de ADN diana inicial y es el 
parámetro utilizado en la cuantificación (Tamay de Dios et al., 2013; Nazarenko et al., 
1997; Heid et al., 1996). 
 
 
Figura 5. Representación gráfica del aumento de la fluorescencia (ΔRn) con respecto al 
número de ciclos de la PCR y determinación del valor de Cт (Tomado de: 
https://www.researchgate.net/publication/259042551_PCR_en_tiempo_real/figures?lo=1). 
 
El objetivo de la q-PCR es detectar y cuantificar las secuencias específicas de 
ácidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reacción. La 
fluorescencia de las sondas unidas al ADN se monitoriza en cada ciclo de PCR. Las 
reacciones son reconocidas como positivas por algoritmos que analizan los cambios 
de fluorescencia en cada ciclo. En la detección cuantitativa, la construcción de una 
curva estándar o recta patrón a partir de concentraciones conocidas de ADN diana 
permite la cuantificación de la muestra problema mediante la interpolación de los 
valores obtenidos. Además, la PCR a tiempo real también permite el análisis, ya que 
las curvas de fusión identifican productos de PCR y variaciones en la secuencia de 
nucleótidos por sus temperaturas de fusión (Tamay de Dios et al., 2013). 
 
La máxima amplificación que se puede obtener en un ciclo es conocida como 
eficiencia de la PCR. La eficiencia depende básicamente de los iniciadores y de las 
condiciones de temperatura de la reacción y se define como el número de copias en 
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el ciclo n+1 dividido por el número de copias en el ciclo n. Una reacción con eficiencia 
del 100% (equivaldría a 2) duplicaría el ADN cada ciclo de amplificación. La eficiencia 
de una reacción de amplificación se aproxima a 2 durante la fase exponencial de la 
mayoría de las reacciones bien optimizadas. 
 
En los equipos actuales para q-PCR la amplificación y la detección de 
fluorescencia se desarrollan en un mismo tubo. Éste no se abre nunca durante el 
proceso, y el uso de dUTP y Uracil DNA glicosilado impide todo riesgo de 
contaminación. Además, dada la detección fluorimétrica de los amplificados, no se 
requiere electroforesis y evita los problemas de contaminaciones derivados de la 
apertura de los tubos (McKillip y Drake, 2004; Wilhelm y Pingoud, 2003). Así pues, la 
PCR a tiempo real puede integrar la detección, cuantificación y el análisis de 
microorganismos en un solo ensayo de forma rápida y eficaz. 
 
Uno de los termocicladores de capilares más utilizados, y el que se ha 
empleado en este estudio, es el LightCycler® 2.0 de Roche (Figura 6). Este 
instrumento emplea para la detección un fluorímetro de tres canales. Un diodo azul 
(LED) con una emisión máxima de 470 nm sirve como fuente de energía para la 
excitación de las muestras. La fluorescencia se detecta a 530 nm, 640 nm y 710 nm 
con la ayuda de fotohíbridos. Estos tres canales de detección permiten el marcaje de 
las muestras con varios fluorocromos, lo que posibilita el trabajo con PCR múltiple y 
la detección de 2 o incluso más mutaciones simultáneamente. Los nuevos 
termocicladores para PCR a tiempo real poseen 6 canales de detección, permitiendo 
así el análisis a varias longitudes de onda de emisión (530, 555, 610, 640, 670 y 705 






Figura 6. LightCycler® 2.0 Real-Time PCR System (Roche, Francia, www.roche.com) 
 
El sistema permite el empleo de distintos protocolos para la incorporación y 
detección de la fluorescencia (www.Roche-mb.com). La detección de fluorescencia 
puede realizarse mediante sistemas inespecíficos o específicos de secuencia (Lee et 
al., 2004). 
 
Sistemas específicos: Sondas de hibridación 
 
En los sistemas específicos de secuencia se utilizan sondas marcadas con 
fluoróforos, cuya diana se encuentra en el producto de amplificación, constituyendo 
un elemento más para conseguir la especificidad deseada. El proceso se basa en la 
transferencia de energía fluorescente entre las moléculas. El método utiliza 
fluoróforos que actúan como donadores o aceptores de fotones y están unidos a una 
o varias sondas. Las sondas de hibridación específicas más utilizadas son las sondas 
de hidrólisis, denominadas también sondas TaqMan, las sondas tipo “molecular 
beacons” y las sondas FRET (Lejona et al., 2006). 
 
Sistemas inespecíficos: Agentes intercalantes 
 
Esta metodología se basa en el uso de fluorocromos que aumentan 
notablemente la emisión de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El 
incremento de ADN en cada ciclo de la PCR se refleja en un aumento proporcional 
de la fluorescencia emitida. Uno de los más ampliamente empleados, por su facilidad 
de utilización y disponibilidad comercial, y que ha sido utilizado en este trabajo, es el 
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SYBR Green I (Figura 7). La excitación de la molécula se produce con luz azul a una 
longitud de onda de 480 nm y el espectro de emisión es comparable al de la 
fluoresceína, con un máximo de 520 nm. La fluorescencia del colorante unido al ADN 
es 1000 veces superior que cuando está libre y por tanto es muy adecuado para la 
monitorización del aumento del producto de amplificación durante la PCR (Tamay de 
Dios et al., 2013; Morrison et al., 1998). 
 
El uso de agentes intercalantes permite, además, comprobar que el producto 
de amplificación es el esperado: Cada fragmento de amplificación tiene una 
temperatura de fusión (Tm) característica, que es aquella temperatura a la cual el 50 
% del ADN amplificado se ha desnaturalizado o liberado de la doble cadena. Esta 
temperatura depende sobre todo de la longitud y de la composición de las bases 
(contenido en G + C) del fragmento de amplificación (Tamay de Dios et al., 2013). La 
Tm será la misma para todos los productos de PCR obtenidos con un determinado 
par de iniciadores, y es característica de cada amplicon, independientemente de las 
condiciones de la PCR. Por tanto, de la medida de la Tm durante la PCR se obtiene 
una curva de fusión que permite comprobar la especificidad de los fragmentos 
detectados en la PCR (Ririe et al., 1997), así como comprobar la ausencia de 
productos de amplificación de PCR inespecíficos que podrían inferir en la 




Figura 7. Mecanismo de acción del SYBR Green I (www.roche.com.) 
 
Numerosos grupos de investigación han llevado a cabo trabajos para determinar 
la presencia de H. pylori en muestras ambientales mediante el uso de esta técnica. 
Nayak y Rose (2007) utilizaron el método qPCR con SYBR Green para para investigar 
la ocurrencia de la bacteria en las aguas residuales, y determinar las concentraciones 
de H. pylori en el agua. Sus resultados demostraron que la qPCR es un método 
específico, sensible y rápido para la detección cuantitativa de H. pylori en las aguas 
residuales. Adicionalmente, concluyeron que este método es muy valioso en el 
estudio de la prevalencia de H. pylori en aguas y para determinar la posible presencia 
de formas viables pero no cultivables de H. pylori en el agua. Sen et al. (2007) 
desarrollaron un control interno para la evaluación y estandarización del método de 
qPCR para la detección de H. pylori en agua potable, y encontraron que, con las 
modificaciones realizadas al método, éste puede detectar DNA de H. pylori en niveles 
tan bajos como 5 a 10 células/litro de agua. Janzon et al. (2009) desarrollaron, 
probaron y optimizaron dos ensayos complementarios de qPCR específicos para la 
cuantificación de ADN de H. pylori en el agua. En su estudio determinaron que el nivel 
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mínimo de detección es de aproximadamente 250 unidades genómicas de H. pylori 
por muestra de agua. 
 
2.3.4.2.3. Hibridación in situ con sondas fluorescentes (FISH) 
 
Durante los últimos años se utiliza cada vez más la técnica de hibridación in situ 
con sondas fluorescentes de oligonucleótidos dirigidas al ARNr (FISH) para la 
detección e identificación de especies microbianas en muestras ambientales y la 
visualización de microorganismos morfológicamente intactos en su ambiente natural 
(Moreno et al., 2007; Piqueres et al., 2006; Moreno et al., 2003a; Amann et al., 1995).  
 
La técnica FISH detecta secuencias de ácidos nucleicos mediante una sonda 
marcada por fluorescencia, que hibrida específicamente con la secuencia 
complementaria sin dañar la célula. Esta técnica tiene la gran ventaja que no es 
inactivado por los inhibidores que puedan encontrarse en las muestras. También 
permite la detección de formas viables pero no cultivables, las cuales algunas veces 
no son detectadas por PCR debido al poco contenido de ADN (Moreno et al., 2003a; 
Amann et al., 1995).  
 
La mayor limitación del método es su sensibilidad, en función de la propia sonda 
y de la matriz donde se esté hibridando. El método utilizado para el crecimiento 
bacteriano, los métodos de fijación de la bacteria y los agentes utilizados para 
embeber la muestra antes de visualizarla parece que ejercen una importante 
influencia en la intensidad de la señal (Fuchs et al., 2001). 
 
La parte más crítica de esta técnica es el diseño de las sondas, que deben ser 
suficientemente específicas para unirse únicamente a la bacteria que se desea 
detectar. Según la molécula de ARNr que vayamos a estudiar (16S o 23S), hay que 
tener en cuenta la zona a la que se quiere acceder con la sonda, ya que existen zonas 
más accesibles que otras debido a la conformación de la molécula de ARN. El tamaño 
de las sondas oscila entre 15 y 30 pares de bases y las más cortas son las que 
presentan una mayor accesibilidad, aunque pueden llevar menos marcadores (Fuchs 




Existen diferentes métodos de marcaje de sondas. El marcaje fluorescente directo 
es el más usado, ya que es rápido, barato y fácil, y no requiere ningún paso posterior 
de detección tras la hibridación. Una o más moléculas de colorante fluorescente se 
unen al oligonucleótido, bien químicamente durante la síntesis a través de un 
aminoenlace en el extremo 5´ terminal de la sonda, o enzimáticamente, utilizando una 
transferasa terminal que une los nucleótidos marcados fluorescentemente al extremo 
3´ terminal (Fuchs et al., 2001). Los fluorocromos de última generación emiten una 
señal fluorescente más intensa y son mucho más estables frente a la luz (Amann et 
al., 1990). 
 
El uso de sondas FISH modificadas tipo LNA (Locked Nucleic Acid) para la 
hibridación in situ hace posible aumentar la especificidad y la sensibilidad de unión 
con las regiones de ARNr, debido a sus excelentes propiedades térmicas. Las sondas 
LNA son sondas con una modificación en su anillo de ribosa. Esta modificación 
consiste en la formación de un puente que conecta el oxígeno 2’ con el carbono 4’, 
que confiere a la sonda un aumento en la estabilidad térmica, así como un aumento 
en la especificidad (Figura 8). Por cada nucleótido LNA que contenga la sonda, se 
posibilita un aumento entre 1-8 ºC en la temperatura de fusión (Tm) del duplex de 
ARN-ADN, lo que le confiere mayor estabilidad en condiciones de hibridación más 
restrictivas y por tanto más selectivas. 
 
El uso de sondas LNA hace posible que la temperatura de fusión pueda alcanzar 
valores elevados aun tratándose de fragmentos cortos y resultan muy adecuadas para 
la hibridación in situ bajo condiciones estrictas. Se ha demostrado que las sondas 
FISH modificadas con LNA superan a las sondas convencionales de ADN en la 




Figura 8. Estructura del monómero de LNA. B: Base; Z: grupo terminal (OH); Z*: grupo de 
enlace internucleosídico (OH); Y: CH2; X: grupo constitutivo O, S, NR. 
 
Pocos estudios han evaluado la efectividad de FISH para la detección directa de 
células viables de H. pylori en muestras de agua superficial, potable, marina (Moreno-
Mesonero et al, 2016; Tirodimos et al, 2014; Gião et al, 2011; Piqueres et al, 2006) y 
agua tratada con hipoclorito de sodio (Moreno et al., 2007). Moreno et al. (2003a) la 
emplearon para la detección de H. pylori en agua de río y aguas residuales, 
comparando su eficacia con métodos de cultivo y PCR, detectando más muestras 
positivas que mediante PCR. Aunque esta técnica necesita una evaluación más 
exhaustiva, ha demostrado ser sensible, específica, cuantitativa y rápida para 















3.1.  Objetivo general 
Determinar la presencia, viabilidad y virulencia de H. pylori en aguas crudas y potables 
en tres plantas de potabilización de la ciudad de Bogotá.  
 
 3.2. Objetivos específicos 
3.2.1. Evaluar la eficacia de diversos métodos de cultivo para la detección de H. pylori 
en aguas crudas y potables. 
3.2.2. Evaluar la eficacia de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
convencional y la PCR cuantitativa a Tiempo Real (q-PCR) para la detección de H. 
pylori en aguas crudas y potables. 
3.2.3. Determinar los niveles de contaminación por H. pylori de las aguas crudas y 
potables en las tres plantas de potabilización estudiadas. 
3.2.4. Estudiar la distribución de los distintos marcadores genéticos de virulencia de 
H. pylori en las aguas crudas y potables analizadas. 
3.2.5. Determinar si existe relación entre los indicadores de contaminación fecal 
(coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor) y la presencia de 
H. pylori en aguas crudas y potables.  
3.2.6. Determinar si existe relación entre los parámetros físico-químicos de control 


















4. MATERIALES Y MÉTODOS 
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4.1. CEPAS BACTERIANAS 
 
Para la realización de este estudio se emplearon un total de 10 cepas de 
referencia. Entre ellas se incluyeron cepas del género Helicobacter y cepas 
representantes de especies bacterianas presentes de forma habitual en las matrices 
ambientales objeto de este estudio, procedentes de la American Type Culture 
Collection, United States of America (ATCC), National Collection of Type Cultures, 
Reino Unido (NCTC) y de la Colección de Microorganismos de la Pontificia 
Universidad Javeriana (CMPUJ) (Tabla 3). 
 
 
Tabla 3. Cepas utilizadas en el estudio 
ESPECIE CEPA - ORIGEN 
Arcobacter cibarius NCTC 11885 
Campylobacter jejuni NCTC 11168 
Clostridium spp. CMPUJ 262 (Cepa de suelo/CMPUJ) 
Escherichia coli ATCC 25922 
Helicobacter pylori NCTC 11637 
Helicobacter pylori NCTC 11638 
Helicobacter pylori 301 A (Cepa de Biopsia gástrica humana/CMPUJ) 
Helicobacter pylori 305 C (Cepa de Biopsia gástrica humana/CMPUJ) 
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 







4.1.1. Condiciones de cultivo de las cepas de referencia 
 
El cultivo de las cepas de H. pylori se llevó a cabo en Agar Brucella Suplementado 
(ABS) (Anexo I) a 37°C durante 72 horas en condiciones de microaerofilia (5% de 
oxígeno, 11% de dióxido de carbono y 85% de nitrógeno) en incubadora de 
anaerobiosis (Thermo Scientific, USA). 
 
El resto de especies incluidas en el estudio se sembraron en un agar nutritivo 
(Merck, USA) y se incubaron en condiciones adecuadas para su crecimiento, según 
el manual de manejo de cepas del laboratorio de Indicadores de aguas y lodos (DM-
LIAL-PT 035). 
 
Todas las cepas incluidas en el trabajo se conservaron por duplicado a -20°C y -
80°C en caldo nutritivo adicionado con un 20 y un 50% de glicerol, respectivamente. 
 
4.2. OBTECIÓN DE MUESTRAS 
 
Las muestras fueron tomadas durante un año, en el periodo comprendido entre 
julio de 2015 y agosto de 2016, con una frecuencia semanal. Las muestras procedían 
de 3 plantas o empresas de tratamiento de agua potable (PTAP o ETAP) ubicadas en 
la ciudad de Bogotá. Se tomó una muestra a la entrada de cada planta (agua cruda) 
y otra a la salida de la misma (agua potable).  
 
4.2.1.  Estaciones de muestreo – Plantas de Tratamiento de Agua Potable 
(PTAP) 
 
4.2.1.1. PTAP 1: Ubicada al norte de Bogotá, capta el agua del río Bogotá, la 
cual es llevada a través de una bocatoma a una laguna o dársena con un tiempo de 
retención hidráulica de 84 horas. Allí el líquido pasa a dos estaciones de bombeo y 
llega al canal de aducción. Este proceso previo disminuye la concentración de materia 
orgánica y la carga microbiana por sedimentación. Trata un caudal promedio de 10.5 
m3/s y distribuye el agua a 5 municipios de Cundinamarca y parte del norte de Bogotá. 
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Tiene un sistema de tratamiento convencional, que consta de: pre-sedimentación, 
coagulación-floculación por medio de sulfato de aluminio, cloruro férrico y polímeros; 
sedimentación; filtración por medio de arena, antracita y grava estratificada y 
finalmente desinfección con cloro. 
 
4.2.1.2. PTAP 2: Ubicada al sur de Bogotá, recibe agua de la cuenca alta del 
río Tunjuelo, el embalse la Regadera y Chisacá. Esta planta trata un caudal promedio 
de 1.6 m3/s y distribuye el agua al sector sur de Bogotá. El sistema de potabilización 
consiste en: un pre tratamiento donde el agua se estabiliza con cal hidratada; 
coagulación–floculación con sulfato de aluminio granulado; sedimentación; filtración 
de flujo descendente por medio de lecho de antracita y desinfección con cloro. 
 
4.2.1.3. PTAP 3: Ubicada al noreste de Bogotá, recibe agua del páramo de 
Chingaza y el río Teusacá, los cuales se unen en el embalse San Rafael. Esta planta 
trata un caudal promedio de 14 m3/s y distribuye agua al municipio de la Calera y al 
70% de la ciudad de Bogotá. Su tratamiento se inicia con un proceso de aireación; 
posteriormente el agua pasa a través de tuberías donde se le adiciona sulfato de 
aluminio y polímeros catiónicos; a continuación, se realiza una filtración directa con 
arena y antracita y finaliza el proceso mediante desinfección con cloro. 
 
4.2.2. Toma de muestra  
 
La toma de muestras para los análisis de coliformes totales, Escherichia coli y 
esporas de Clostridium sulfito reductor se realizó siguiendo el protocolo descrito en el 
manual Standard Methods 9006 A-3 (APHA, 2012). Para la toma de la muestra se 
utilizó un recipiente estéril de polietileno con capacidad de 1000 mL (para análisis de 
coliformes totales y E. coli en agua potable) y 500 mL (para todos los análisis del agua 
cruda y la determinación de esporas Clostridium sulfito reductor en agua potable) 
debidamente marcados, indicando: sitio de muestreo tipo de muestra, fecha y hora de 
la toma de la muestra y responsable del muestreo, junto con el diligenciamiento del 
documento de trazabilidad del muestreo denominado “cadena de custodia” (DM-LIAL-
F 024, Anexo VIII) (Figura 9). 
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Figura 9. Metodología para la toma de muestras de agua potable y cruda. 
 
4.2.2.1. Toma de muestra de Agua Potable 
 
4.2.2.1.1. Toma de muestras de 1000 y 500 mL de agua potable para análisis 
de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor 
 
Se tomó el frasco de 1000 mL que contiene tiosulfato al 3%, se destapó 
procurando no contaminar la superficie interna de la tapa ni el cuello de la botella. El 
frasco se colocó justo debajo de la corriente de agua del grifo y se tomó la muestra 
de agua sin llenar completamente el recipiente de muestreo, teniendo precaución en 
dejar la cámara de oxígeno, alrededor del 20% del frasco vacío. La botella se tapó 
inmediatamente (Figura 11). 
 
Para la detección de esporas de Clostridium sulfito reductor, se utilizó el frasco de 
500 mL y se destapó procurando no contaminar la superficie interna de la tapa ni el 
cuello de la botella. El frasco se colocó justo debajo de la corriente de agua (del grifo) 
y se tomó la muestra de agua. La botella se llenó completamente, sin dejar cámara 




Después de ser recolectada la muestra, se mantuvo a una temperatura de 6 – 8°C 
hasta su llegada al laboratorio. Las muestras se procesaron antes de 24 horas a partir 
del momento de recolección. 
 
4.2.2.1.2. Toma de la muestra de agua potable utilizando el método del 
“hisopo de Moore”, para el análisis de H. pylori  
 
Para la preparación del “hisopo de Moore” (OPS/OMS, 2010) se cortó un trozo de 
gasa de 40 cm. de ancho x 90 cm. de largo. La gasa se dobló hasta obtener un cilindro 
de 10 cm. de largo por 4 cm. de diámetro. El centro del cilindro de gasa se ató a una 
cuerda de nylon de 5 metros de longitud. Se colocó en papel kraft y se esterilizó a 
121°C / 15min (Figura 10). 
 
      
Figura 10. “Hisopo de Moore” utilizado para la toma de muestra de H. pylori en agua potable.   
 
El hisopo se extrajo de su envase, se colocó en el lugar seleccionado a una 
profundidad de 20-30 cm (Figura 11). Después de 72 horas el hisopo se retiró y se 
colocó en un recipiente hermético estéril de boca ancha de 500 mL. El mantenimiento 
e identificación de la muestra se realizaron de acuerdo a lo descrito anteriormente 
(sección 4.2.2 y 4.2.2.1.1).   
 
4.2.2.2. Toma de muestra de agua cruda, para análisis de coliformes totales, 
E. coli, esporas de Clostridium sulfito reductor y H. pylori 
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Se usaron dos recipientes, uno de 500 y el otro de 250 mL. Se tomó la muestra 
utilizando el frasco muestreador que existe en la planta en el punto de entrada del 
agua cruda (Figura 11). Se retiró la tapa del frasco de muestreo, procurando no 
contaminar la superficie interna de la tapa ni el cuello de la botella. La muestra se 
recolectó teniendo en cuenta que se debe hacer aproximadamente en el centro de la 
boca de toma y a 10 cm de profundidad, sumergiendo el recipiente boca abajo y 
posteriormente dirigiendo la boca contra la corriente. La botella de 500 mL se llenó 
dejando un volumen vacío aproximado del 20%, para la cámara de oxígeno, y se 
cerró.  
 
Para la muestra de esporas de Clostridium sulfito reductor, se utilizó la botella de 
250 mL, la cual se llenó completamente, sin dejar cámara de oxígeno, y fue cerrada 
inmediatamente. El mantenimiento e identificación de la muestra se realizaron igual 




Figura 11. Toma de muestras de agua potable y cruda. 
 
 50 
4.3. CONCENTRACIÓN DE H. pylori A PARTIR DE MUESTRAS DE AGUA 
 
Para la concentración de H. pylori a partir de muestras de agua cruda y potable 
se utilizaron las técnicas de centrifugación y separación inmunomagnética (SIM). 
 
4.3.1. Centrifugación de H. pylori a partir de muestras de agua cruda 
 
Para realizar la concentración de H. pylori a partir de muestras de agua cruda, se 
tomaron 200mL de muestra de cada planta de tratamiento de agua (PTAP 1, 2 Y 3), 
que se centrifugaron a 3000 x g durante 20 minutos. Se descartó el sobrenadante y 
el sedimento se resuspendió en 2mL de PBS 1X estéril (Anexo II). Se tomó 1 mL de 
esta suspensión, para realizar la concentración de H. pylori por la técnica de 
separación inmunomagnética. El otro mL se utilizó para los ensayos que se realizaron 
sin concentrar por SIM. 
   
4.3.2. Recuperación de H. pylori a partir de muestras de agua potable  
 
Para realizar la concentración de H. pylori a partir de muestras de agua potable 
se utilizó el método del “Hisopo de Moore”, como se describió anteriormente (sección 
2.2.1.2). El hisopo se sumergió en 200mL de caldo Brucella (Becton Dickinson, Anexo 
I.3) enriquecido con Isovitalex 0,4% (Becton Dickinson BBLTM, Anexo I.1.3) y Dent 
0,2% (Oxoid, Anexo I.1.2) y se llevó a agitación a 500 rpm durante 30 min para 
elusión; luego el caldo se incubó a 37°C por 24 h en condiciones de microaerofilia 
(5% O2, 11% CO2, 85% N2). Pasado el tiempo de incubación, se tomaron 150mL de 
cada enriquecimiento y se centrifugaron durante 20 min a 3000 x g. Se descartó el 
sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 2mL de PBS 1X estéril. Se tomó 1 
mL de esta suspensión y se realizó la concentración de H. pylori por la técnica de 
separación inmunomagnética.  
 
4.3.3. Concentración de H. pylori por separación inmunomagnética –SIM 
 
El método de separación inmunomagnética utiliza perlas magnéticas 
sensibilizadas con anticuerpos monoclonales específicos frente a antígenos de la 
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superficie de H. pylori. Tras su unión, la muestra se somete a un campo magnético y 
estas perlas con la bacteria quedan retenidas y se pueden eliminar el resto de 
componentes de la muestra. Este concentrado se puede utilizar posteriormente en 
técnicas de cultivo y moleculares.  
 
La sensibilización de las perlas se realizó según el protocolo propuesto por Enroth 
y Engstrand (1995). Brevemente: Un volumen de 3 µl del anticuerpo anti-Helicobacter 
pylori Ig de conejo (Dako, Dinamarca), a una concentración de 5.3 mg de proteína / 
mL, se incubó con 500 µl de perlas magnéticas (6 to 7 x 108 perlas/mL) (DynabeadsTM 
M-280, Norvex by Life technologies, Noruega) durante 24 horas a 4°C en agitación. 
Tras el periodo de incubación, se procedió a la eliminación del anticuerpo que no se 
unió a las perlas. Para ello se realizaron 3 lavados de las perlas con 1 mL de PBS 1X 
con un contenido de 0.1% de albumina de suero bovino (BSA, Sigma, USA) agitando 
a 18 rpm a 4°C, durante 30 minutos. Después del tercer lavado las perlas 
sensibilizadas se resuspendieron en 500 µL de PBS 1X con un contenido de 0.02% 
de BSA y 0.02% de azida sódica y se conservaron a 4°C. 
 
Una vez sensibilizadas las perlas se realizó la comprobación de unión de las 
perlas con las células de H. pylori. Para este ensayo se utilizó un cultivo de 72 horas 
de H. pylori NCTC 11637, que se resuspendió en 1 mL de PBS 1X; se le adicionaron 
20 µL de perlas sensibilizadas y se procesó como se describe a continuación. 
Finalmente, se tomó una alícuota de 10 µL y se colocó sobre un portaobjetos, se dejó 
secar, se realizó coloración de Gram y posteriormente se hizo observación por 
microscopia. 
 
Para la concentración de las muestras por SIM, se utilizaron los sedimentos 
obtenidos por centrifugación de las muestras, tal como se describió en los apartados 
anteriores (sección 4.3.1 y 4.3.2). La metodología que se utilizó para el análisis fue la 
siguiente: 
 
A 1mL del sedimento resuspendido en PBS 1X estéril se le adicionaron 20 µL de 
perlas sensibilizadas. La mezcla se agitó en un mezclador rotacional (DynabeadsTM 
 52 
MX1 mixer, Invitrogen, UK) a 18 rpm a 4°C durante1h. Se usó un imán (MPC-s, 
Invitrogen, UK) para separar el complejo perlas / H. pylori del resto de muestra. 
 
Se descartó el sobrenadante y el complejo perlas/H. pylori se resuspendió en 1mL 
de PBS 1X estéril, que se usó para los métodos propuestos en el presente estudio 
(cultivo, PCR, qPCR, FISH). Se utilizaron alícuotas de 400μL para extracción de ADN; 
300μL se conservaron en caldo Brucella con 20% de glicerol a -80°C, 100μL para 
siembra en masa, y 200 μL para realizar pre-enriquecimiento y cultivo. 
 
4.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE H. pylori por CULTIVO A PARTIR 
DE MUESTRAS DE AGUA 
 
4.4.1. Puesta a punto del método de cultivo para detección y determinación 
de la viabilidad de H. pylori a partir de muestras de agua 
 
Para el aislamiento de las células de H. pylori a partir de muestras de agua, se 
evaluaron 3 medios de cultivo diferentes: 
1. Agar Brucella BBLTM (Becton Dickinson) suplementado con 5% de sangre de 
caballo desfibrinada, 0,2% de DENT (Oxoid) y 0,4% de Isovitalex (Becton 
Dickinson BBLTM) (Anexo I.1).  
2. Agar HP diseñado por Degnan et al. (2003). (Anexo I.2).  
3. Agar HP (Degnan et al., 2003) suplementado con los siguientes antibióticos: 
ácido nalidíxico (25mg/L), sulfato de estreptomicina (25mg/L) y kanamicina 
(25mg/L) (Anexo I.2).  
 
     Para realizar la evaluación de los medios de cultivo se utilizaron las cepas de 
referencia H. pylori NCTC 11637, H. pylori NCTC 11638, H. pylori 301A y H. pylori 
305C. Se llevaron a cabo diferentes ensayos para evaluar distintas metodologías: 
 
1. Se preparó una suspensión bacteriana de cada cepa en agua destilada estéril, 
con una concentración de 106, 105, 104 y 103 UFC/mL. A partir de estas se tomaron 
200 µL y se sembraron por triplicado en cada medio de cultivo. Se incubaron por 
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un periodo de 3 a 5 días a 37°C en condiciones de microaerofilia, para determinar 
el tiempo óptimo de crecimiento de la bacteria en los medios de cultivo. 
 
2. Se evaluaron 2 tipos de membranas de policarbonato de tamaño de poro de 0.22 
µm y 0.45 µm, para probar la efectividad de la filtración por membrana en la 
recuperación de H. pylori y eliminación de microbiota acompañante. 1mL de las 
suspensiones bacterianas de concentración de 106,105 y 104 ufc/mL se 
adicionaron a 20 mL de agua destilada estéril y se filtraron. Los filtros se colocaron 
en los medios de cultivo y se incubaron por un periodo de 3 a 5 días a 37°C en 
condiciones de microaerofilia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y con 
las 4 cepas de referencia de H. pylori mencionadas anteriormente. 
 
3. Dos litros de agua potable se inocularon con 1 mL de una mezcla de las 4 cepas 
de referencia a una concentración de 106ufc/mL. El frasco que contenía el agua 
se dejó en agitación constante durante 24 horas a temperatura ambiente (16°C ± 
1°C). Pasado este tiempo, la muestra fue procesada de la siguiente forma: 
a. Se filtraron 100 mL de agua utilizando los 2 filtros de membrana de tamaño de 
poro diferentes (0.22 y 0.45 µm); luego los filtros se colocaron sobre los medios 
de cultivo en evaluación.  
b. 200 mL de muestra se centrifugaron a 3000 x g durante 20 min y el sedimento 
se resuspendió en 1 mL de PBS 1X estéril. De esta suspensión se tomaron 100 
µL y se sembraron en masa en cada uno de los medios de cultivo. Los ensayos 
se realizaron por triplicado, incubándose por un periodo de 5 a 14 días a 37°C 
en condiciones de microaerofilia.  
 
4. Finalmente, utilizando la cepa de referencia H. pylori NCTC 11637 se determinó 
el límite/la tasa de recuperación del medio de cultivo seleccionado. Para esto se 
utilizó una suspensión en agua destilada estéril de un cultivo de 48 horas, a la cual 
se le realizaron diluciones seriadas de: 106,105,104,103,102,101 y 10 ufc/mL. De 
cada 1 de estas concentraciones se sembraron 100 µL en masa y se filtró 1 mL 
utilizando el filtro de membrana que arrojó los mejores resultados de recuperación 
en los ensayos mencionados anteriormente. Todas las placas se incubaron por 
un periodo de 5 a 14 días a 37°C en condiciones de microaerofilia. Los ensayos 
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se realizaron por triplicado. Como control negativo para todos ellos se utilizó E. 
coli ATCC 25992.  
 
Una vez pasados los tiempos de incubación se realizó la verificación de los cultivos 
utilizando pruebas bioquímicas (catalasa, ureasa y oxidasa) y coloración de Gram.  
 
4.4.2. Metodología del cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos de la puesta a punto del medio de 
cultivo que permite la mejor detección de H. pylori se utilizaron tres estrategias 
diferentes para su aislamiento e identificación a partir de las muestras de agua cruda 
y potable. 
 
4.4.2.1. Cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua cruda 
 
Para el cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua cruda se utilizaron 3 
estrategias:  
 
Estrategia 1: Después de la centrifugación de la muestra, el sedimento fue 
resuspendido en PBS 1X (sección 4.3.1). De esta suspensión se tomaron 100µL y se 
sembraron en el medio de cultivo seleccionado.  
 
Estrategia 2: Del concentrado obtenido por la técnica de separación 
inmunomagnética y resuspendido en PBS 1X (sección 4.3.3) se tomaron 100µL y se 
sembraron en el medio de cultivo seleccionado.  
 
Estrategia 3: Finalmente, se tomaron 400µL del concentrado obtenido por la 
técnica de separación inmunomagnética y se enriquecieron en 50 mL de caldo 
Brucella suplementado con 0,4% de Isovitalex y 0,2% de Dent (Anexo I), por 24 horas 
a 37°C en condiciones de microaerofilia. Pasado el tiempo de incubación el caldo se 
centrifugó a 3000 g por 20 minutos, se eliminó el sobrenadante, y el sedimento se 
resuspendió en 1 mL de PBS 1X estéril. De esta suspensión se tomaron 100 µL y se 
sembraron en el medio de cultivo seleccionado. 
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Todas las placas de medios de cultivo de cada estrategia se incubaron a 37°C en 
condiciones de microaerofilia por 10 días. Como control positivo se utilizó la cepa de 




Figura 12. Metodología de cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua cruda.  
 
4.4.2.2. Cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua potable 
 
El cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua potable se realizó después del 
enriquecimiento de la muestra en Caldo Brucella suplementado (con 0,4% de 
Isovitalex y 0,2% de Dent) y se utilizaron 3 estrategias: 
 
Estrategia 1: Se tomaron 20mL del caldo Brucella enriquecido, se filtraron usando 
una membrana de policarbonato y el filtro fue trasferido al medio de cultivo 
seleccionado.  
 
Estrategia 2: 150mL de caldo Brucella pre-enriquecido fueron centrifugados a 
3000g por 20 minutos; se descartó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 
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2mL de PBS 1X. De esta suspensión se tomaron 100µL y se realizó siembra en el 
medio de cultivo seleccionado.  
 
Estrategia 3: 100µL del concentrado obtenido por la técnica de separación 
inmunomagnética, aplicada al centrifugado anterior (sección 4.3.2) fueron sembrados 
en el medio de cultivo seleccionado. 
 
Todas las placas de medios de cultivo de cada estrategia se incubaron a 37°C en 
condiciones de microaerofilia por 10 días. Como control positivo se utilizó la cepa de 




Figura 13. Metodología de cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua potable. 
 
Tanto para aguas crudas como potables, después del tiempo de incubación 
las placas de cultivo fueron examinadas para determinar la presencia de colonias 
características de H. pylori. Las colonias presuntivas de H. pylori fueron subcultivadas 
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en el MCS y se les realizaron 3 pruebas bioquímicas, catalasa, oxidasa y ureasa, así 
como coloración de Gram para determinar la morfología de las células presentes.  
 
4.4.3. Identificación molecular de las colonias de H. pylori a partir de 
muestras de agua. 
 
Debido a la falta de un sistema de pruebas bioquímicas para la identificación 
específica de H. pylori, los cultivos se confirmaron mediante FISH y PCR con posterior 
secuenciación. Para ello, las colonias presuntivas de H. pylori que dieron positivas 
para las 3 pruebas bioquímicas fueron tomadas y resuspendidas en 2 mL de PBS 1X 
estéril. A partir de esta suspensión se tomó una alícuota para fijación por FISH en las 
condiciones descritas más adelante (sección 4.5.2.5.1) y otra para la extracción del 
ADN (sección 4.5.2.1). 
 
Para la identificación y genotipificación de H. pylori por PCR convencional se 
utilizaron los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas s1/s2 y m1/m2) y glmM en las 
condiciones descritas más adelante (sección 5.1.1.1). 
 
Para confirmar definitivamente la identificación, los cultivos mixtos con 
colonias presuntivas de H. pylori, fueron analizados por PCR y qPCR mediante la 
amplificación de un fragmento del gen vacA y posterior secuenciación de los 
fragmentos amplificados en las condiciones descritas más adelante (sección 4.5.2.3 
y 4.5.2.4). 
 
4.5. DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE H. pylori A PARTIR DE 
MUESTRAS DE AGUA CRUDA Y POTABLE MEDIANTE MÉTODOS 
MOLECULARES - PCR, qPCR y FISH 
 
4.5.1. Puesta a punto de los métodos moleculares para la detección y 
genotipificación de H. pylori a partir de muestras de agua 
 




Para la obtención del ADN genómico se utilizó el sistema comercial de 
extracción “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante.  
 
Se partió de cultivos puros utilizando las cepas de referencia H. pylori NCTC 
11637, H. pylori NCTC 11638, H. pylori 301A y H. pylori 305C, de las cuales se tomó 
una cantidad aproximada de 10 µL, que se resuspendieron en 1 mL de tampón PBS 
1X. 
 
Para comprobar que la extracción de ADN se había realizado correctamente se 
preparó un gel con una concentración de 1% de agarosa en tampón TAE 1X (Tris-
Acético-EDTA) teñido con 0.02% de SYBR® Safe–DNA gel stain (Invitrogen, USA). 
Se realizó la electroforesis del gel a 80 voltios durante 30 minutos. Al finalizar, la 
presencia de ADN se comprobó tras visualización en el equipo Gel DocTM XR+ Imaging 
System Molecular Imager (BIO-RAD, USA). 
 
4.5.1.2. Puesta a punto de la PCR convencional para detección y 
genotipificación de H. pylori en muestras de agua  
 
Para la detección y genotipificación de H. pylori se utilizaron las PCR puestas 
a punto como se describe más adelante (sección 5.1.1.1) (Tabla 4). 
 
La especificidad de los iniciadores se comprobó in silico, usando la base de 
datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y el programa BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y mediante amplificación de ADN de las cepas de 









Para la puesta a punto de todas las reacciones de PCR se probaron diversas 
concentraciones de iniciadores y ADN. Las concentraciones de iniciadores que se 
evaluaron fueron 0.1, 0.3, 0.5 μM, y de ADN 1, 2 y 5 μL. Para cada gen en estudio se 
estandarizaron las temperaturas de hibridación de los iniciadores, para lo que se 
evaluó un rango de temperatura de 46° a 62°C. De igual forma se determinaron los 
tiempos de unión de los iniciadores, evaluando 30, 45 y 60 segundos.  
 
La especificidad de los iniciadores se comprobó in silico, usando la base de 
datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y el programa BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y mediante amplificación de ADN de las cepas de 




4.5.2. Detección e identificación de H. pylori a partir de muestras de agua 
cruda y potable mediante PCR, qPCR y FISH  
 
 
4.5.2.1. Extracción de ADN genómico a partir de las muestras de agua  
 
Para la obtención del ADN genómico se utilizó el sistema comercial de extracción 
“DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
En la Figura 14 se describe la metodología realizada para la extracción del ADN. 
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Figura 14. Metodología para la obtención del ADN genómico a partir de las muestras de agua 
cruda y potable. 
 
4.5.2.2. Detección y genotipificación de H. pylori presente en el agua por PCR 
convencional mediante la amplificación de los genes ureA, cagA, glmM y vacA  
 
Para la detección de H. pylori presente en las muestras de agua se utilizaron los 
genes ureA (gen que codigfica para una subunidad de la ureasa) y glmM (gen que 
codifica para la fosfoglucosamina mutasa). 
 
Para la genotipificación de H. pylori presente en las muestras de agua se utilizaron 
los genes: cagA (gen que codifica la citotoxina CagA) y vacA (gen que codifica la 
proteína vacuolizante VacA, formas alélicas s1, s2, m1 y m2). Para la amplificación 
de las formas alélicas s1 y s2, se utilizaron un par de iniciadores que amplifican los 
dos alelos de forma simultánea, diferenciándose por el tamaño del fragmento que 
amplifican. De igual forma, se realizó para la amplificación de las formas alélicas m1 
y m2 (Tabla 4).   
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A continuación, se describen las secuencias de los iniciadores y el tamaño del 
producto amplificado de cada uno de los genes utilizados (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Secuencias de los iniciadores para amplificación de los genes ureA, cagA, vacA 










F: 5´-GGGTATTGAAGCGATGTTTCCT -3´ 
R: 5´-GCTTTTTTGCCTTCGTTGATAGT -3´ 136 pb 
Moreno et al., 
2003a y Twing 
et al., 2011 
cagA 
F: 5´-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3´ 
R: 5’-CTGCAAAAGATTGTTTGCGAGA- 3´ 
349 pb 





R: 5’-CTGCTTGAATGCGCCAAAC- 3´ 
s1: 259 pb 
s2: 286 pb 
Atherton et al., 





R: 5’-GCGTCTAAATAATTCCAAGG- 3´ 
m1: 570 pb 
m2: 645 pb 





134 pb He et al., 2002 
 
Los ensayos de PCR se realizaron utilizando la mezcla comercial GoTaq® 
Green Master Mix (Promega, M7123, USA) compuesta por un tampón de reacción 
(pH 8.5) que contiene la ADN Polimerasa, dATP 400μM, dGTP 400μM, dCTP 400μM, 
dTTP 400μM y MgCl2 3mM. El volumen final para cada reacción fue de 10 µL, con 
una concentración de 1U de master mix Taq polimerasa.  
 
Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 
al 2% en tampón TAE 1X (Tris-Acético-EDTA) teñido con 0.02% de SYBR® Safe–
DNA gel stain (Invitrogen, USA), a 80 voltios durante 60 minutos. Al finalizar, la 
presencia de los fragmentos amplificados se comprobó mediante visualización en el 
equipo Gel DocTM XR+ Imaging System Molecular Imager (BIO-RAD, USA). 
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4.5.2.3. Confirmación de la presencia de H. pylori mediante 
secuenciación de los productos de PCR del gen vacA y análisis bioinformático  
 
Para la amplificación por PCR convencional del gen vacA de H. pylori se 
utilizaron las secuencias de los iniciadores propuestos por Nilsson et al. (2002), que 
amplifican un fragmento de 372 pb del gen vacA (Tabla 6). Las condiciones de 
amplificación utilizadas fueron las establecidas por Piqueres et al. (2006) (Tabla 5).  
 
La especificidad de todos los iniciadores utilizados en este estudio, se 
comprobó in silico, usando la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y el 
programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y mediante amplificación de ADN 
de las cepas de referencia H. pylori NCTC 11637 y 11638, H. pylori 301A y E. coli 
ATCC 25922. 
 
Tabla 5. Condiciones de la PCR para la amplificación del gen vacA de H. pylori. 
Nombre Programa Ciclos Temperatura (°C) 
Tiempo 
(h:mm:ss) 
Desnaturalización 1 95 0:05:00 
Desnaturalización 










Extensión Final 1 72 0:05:00 
Enfriamiento 1 40 Continuo 
 
 
Como volumen final de cada reacción se utilizaron 50 µL, con una 
concentración de iniciadores de 0.5 µL (10Mm), 1 µL de ADN y 25 µL de master mix 
Taq polimerasa (1U) (GoTaq® Green Master Mix, Promega, USA). Los productos 
amplificados fueron analizados por electroforesis al 2% de agarosa teñido con 0.02% 
de SYBR® Safe–DNA gel stain (Invitrogen, USA).  
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Las muestras que presentaron un fragmento de 372 pb fueron confirmados por 
secuenciación utilizando el método de Sanger (Macrogen, Korea). Las secuencias 
fueron comparadas por alineamiento del gen vacA de H. pylori usando el software 
BLASTn (GenBank números de secuencias: AF049653.1 – CP003904.1AJ438914.1 
– U95971.1  https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
4.5.2.4. Detección y cuantificación de H. pylori presente en el agua 
mediante la amplificación del gen vacA por qPCR 
 
El gen vacA es un gen constitutivo, presente en todas las cepas de H. pylori y 
se encuentra una sola copia del gen en el cromosoma de H. pylori, por tanto 1 unidad 
genómica (UG) equivale a 1 célula de la bacteria (Bernard et al., 2005).  
 
Para la amplificación de un fragmento de 372pb del gen vacA de H. pylori se 
utilizaron las secuencias de los iniciadores propuestos por Nilsson et al. (2002) (Tabla 
6).  
 
Tabla 6. Secuencias de los iniciadores del gen vacA de H. pylori. 
 
Nomenclatura iniciadores Secuencia de nucleótidos 
VacF 5´-GGC ACA CTG GAT TTG TGG CA- 3´ 
VacR 5´-CGC TCG CTT GAT TGG ACA GA- 3´ 
 
 
El volumen final de reacción fue de 20 µL con una concentración de: 2 µL de 
Light-Cycler® FastStart DNA SYBR Green I (Roche Applied Science, Spain), 1.6 µL 
de MgCl2 (50 mM), 0.5 µL de cada iniciador (20 mM) y 2 µL de ADN. Las condiciones 
de amplificación utilizadas fueron las propuestas por Santiago et al. (2015) (Tabla 7). 
El ADN de la cepa de referencia H. pylori NCTC 11637 fue utilizada como control 
positivo y las cepas A. cibarus NCTC 11885, C. jejuni NCTC 11168 y una mezcla de 
reacción sin ADN fueron utilizadas como control negativo en los análisis de qPCR. 
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Tabla 7. Condiciones de la qPCR para la detección de H. pylori. 
Nombre 
Programa 






































Enfriamiento 1 Ninguno 40 0:00:30 20 Ninguno 
 
 
Para la cuantificación de H. pylori presente en las muestras de agua cruda y 
potable, se utilizó la curva estándar previamente descrita por Santiago et al. (2015). 
En resumen, se utilizó el ADN de la cepa de referencia H. pylori NCTC 11637, se 
realizaron diluciones seriadas a concentraciones de 106 a 10 unidades genómicas 
(UG)/µL. Los análisis para cada dilución de ADN se realizaron por triplicado. 
 
La temperatura de fusión (Tm) para los iniciadores vacA es de 85°C. Se 
tomaron como positivas las muestras que presentaron valores de Tm = 86.5 y 84.5°C 
(Figura 15). La eficiencia de los análisis fue calculada por el método de la segunda 
derivada máxima, y se obtuvo una eficiencia de 1.853. El límite de cuantificación fue 
establecido en 10 log de unidades genómicas o células de H. pylori/µL, teniendo en 
cuenta que solo hay una copia del gen vacA en el genoma de H. pylori. 
 
Adicionalmente, para la confirmación de todos los resultados positivos de la 
qPCR, los productos amplificados fueron visualizados por electroforesis en gel de 
agarosa al 2% preparado con 0.01% GelRed (Biotium, USA). La homología de la 
secuencia amplificada con el correspondiente fragmento del gen vacA de H. pylori fue 
determinado por secuenciación, utilizando el método de Sanger (Macrogen, Korea). 
Las secuencias fueron comparadas por alineamiento del gen vacA de H. pylori usando 
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el software BLASTn del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 




Figura 15. Grafica de detección y cuantificación de H. pylori por qPCR. (A) Curva que 
muestra el pico de temperatura de fusión (Tm) para el fragmento del gen vacA amplificado. 
(B) Curva de amplificación del gen vacA.  
 
Se realizaron los análisis de las muestras de agua cruda y potable para 
determinar la cantidad de ADN de H. pylori presente en las mismas. Además, se 
calculó el número más probable de unidades genómicas de acuerdo con la cantidad 




pb) se calculó con el peso medio de pares de bases (1.096 E21 g/pb) para determinar 
el número probable de genomas de H. pylori dentro de la cantidad medida del ADN.  
 
Unidades genómicas (UG)= Concentración de ADN (fg) 
      Masa genómicaa 
a En el caso de H. pylori para el gen vacA, este valor equivale a 1.76 fg 
 
4.5.2.5. Detección e identificación de H. pylori mediante hibridación in 
situ con sondas fluorescentes (FISH)  
 
El uso de FISH es una técnica alternativa para la detección de H. pylori en 
muestras de agua. Las muestras que se analizaron por FISH fueron las que resultaron 
positivas por cultivo. Como control positivo de los análisis se utilizó la cepa de 
referencia NCTC 11637 y como control negativo E. coli ATCC 25922.  
 
Para la detección de H. pylori se utilizó la sonda LNA-HPY diseñada por 
Moreno et al. (2003a), complementaria a una región especifica de 16S ARNr, 
sintetizada por EXIQON (Exiqon A/S Vedvaek, Dinamarca) y marcada Cyanine 3 
(CY3), que emite fluorescencia en el espectro del rojo (580 nm). En todas las 
hibridaciones se empleó una combinación de tres sondas complementarias a una 
región del ARNr 16S del dominio Eubacteria (EUB338) como control positivo (Tabla 
8). Estas sondas hibridan con todas las bacterias que pueden estar presentes en la 
muestra (Amann et al., 1990). 
 
Tabla 8. Secuencia de las sondas LNA-HPY y EUB338. 
 
Nomenclatura sondas Secuencia de nucleótidos 
LNA-HPY 5´-CTG GAG AGA C + TA AGC CC + T CC- 3´ 
EUB338-I 5´- GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3´ 
EUB338-II 5´- GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3´ 
EUB338-III 5´- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3´ 
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Las sondas EUB388 fueron sintetizadas y marcadas por TIB MOLBIOL (Berlin, 
Alemania), con 5(6)-carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide éster (FLUOS) que 
emite fluorescencia en el espectro del verde (495 nm).  
 
Para la detección e identificación de H. pylori por FISH se realizó el protocolo 
establecido por Moreno et al. (2003a), que se describe a continuación: 
 
4.5.2.5.1. Fijación de las muestras 
 
Para llevar a cabo la fijación de las células se tomó una alícuota de 250 µL del 
sedimento resuspendido en PBS 1X y se centrifugó 8 min a 8000 rpm. El 
sobrenadante fue descartado y el sedimento se resuspendió en 1mL de solución de 
PBS 1X a la que se adicionó paraformaldehído al 4% en proporción 1:3 (Anexo II.2). 
Esta solución se mantuvo durante 3 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo, se 
centrifugó a 8000 rpm durante 8 min, el sobrenadante se descartó y el sedimento fue 
resuspendido nuevamente en 1mL de PBS 1X.  
 
El procedimiento de lavado se repitió tres veces. Finalmente, el sedimento fue 
resuspendido en 1ml de la solución de PBS 1X/etanol absoluto 1:1 (v/v). Las muestras 
ya fijadas fueron almacenadas a -20°C hasta la hibridación. 
 
4.5.2.5.2. Hibridación In situ 
 
Una alícuota de 10µL de cada muestra fijada se depositó en el pocillo de un 
portaobjetos de diagnóstico previamente preparado con gelatina (Anexo II.2).  A 
continuación, el portaobjetos se dejó secar al aire, y se procedió a realizar 3 
deshidrataciones sucesivas, sumergiendo el portaobjetos en volúmenes de 100 mL 
de etanol a concentraciones 50, 80 y 100%, durante 3 minutos cada una. 
 
Una vez secos los portaobjetos, a cada uno de los pocillos se le adicionó 10 µL 
de tampón de hibridación (0.9M NaCl, 0.01% SDS, 20nM Tris-HCl, 35% Formamida, 




La reacción de hibridación se llevó a cabo a 46°C en condiciones de oscuridad 
según Moreno et al. (2003). El portaobjetos se introdujo en posición horizontal en un 
tubo de 50 mL, en el que se introdujo previamente una base de papel de celulosa 
humedecida con el mismo tampón de hibridación. El tiempo de hibridación fue de 90 
minutos. 
 
Una vez finalizada la hibridación, se procedió al lavado del portaobjetos 2 veces 
con 1mL de solución de lavado (20nM Tris-HCl, 0.01% SDS, 80mM NaCl, 5mM EDTA) 
(Anexo II.2) atemperado a 48°C. A continuación, el portaobjetos se dejó sumergió en 
50 mL de la solución de lavado para eliminar el resto de sonda que no se hubiera 
unido al ARNr. El tiempo de lavado fue de 15 minutos, manteniéndose a 48°C en 
oscuridad. A la solución de lavado se le añadió 700 µL de NaCl (0.5M) condicionada 
por el porcentaje de formamida utilizada en la hibridación (Anexo II.2).  
 
Tras los 15 minutos del lavado, los portaobjetos se lavaron con agua ultrapura y 
se secaron al aire en oscuridad. Posteriormente, se agregó 1 gota de medio de 
montaje para fluorescencia (Vectashield, Mounting médium for fluorescense, H-100, 
VECTOR) entre el cubre y el portaobjetos, para reducir la perdida de fluorescencia de 
las sondas cuando se está realizando la observación microscópica.  
 
Por último, se realizó la visualización mediante un microscopio de epifluorescencia 
Olympus BX 50 con los filtros U-MWB, U-MWIB y U-MWIG. Las fotografías se 
realizaron con la cámara Olympus DP-12 (Olympus, Alemania). 
 
4.6. ANÁLISIS DE INDICADORES BACTERIANOS DE ORIGEN FECAL EN 
AGUAS 
Tanto en aguas potables como crudas, durante el estudio se cuantificaron los 
niveles de coliformes totales y E. coli, los cuales son exigidos por la normatividad 
colombiana como indicadores de la calidad del agua para consumo humano 
(Resolucion 2115 de 2007 y Decreto 1594 de 1984).  
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4.6.1. Técnica de filtración por membrana para la cuantificación de 
coliformes totales y E. coli en aguas potables y crudas - ISO 9308-1 (2014)  
 
El recuento de coliformes totales y E. coli en aguas se realizó según el 
protocolo ISO 9308-1 (2014). Para el agua cruda se realizaron diluciones seriadas de 
la muestra (desde 10-1 a 10-3), se tomaron 1mL de cada dilución y se filtró; para el 
agua potable se filtró un volumen de 100mL de la muestra directamente.  
 
Las muestras se filtraron utilizando membranas de nitrocelulosa con tamaño 
de poro de 0,45 μm; una vez realizado el proceso de filtración las membranas se 
colocaron sobre agar Chromocult coliformes (Merck, Alemania) con suplemento 
selectivo para E. coli/coliformes y fueron incubadas durante 21 (±3) h a 36°C (±2°C). 
Las colonias azul oscuro/púrpura se identificaron como E. coli; las colonias rojas se 
identificaron como coliformes totales. Como control positivo se utilizó E. coli ATCC 
25922 y control negativo, Salmonella entérica subsp. Entérica serovar Entiritidis 
ATCC 13076. 
 
           4.6.2. Técnica de filtración por membrana para la cuantificación de 
esporas de Clostridium sulfito reductor en aguas potables y crudas - ISO 6461-
2 (1986) 
 
Para la detección y cuantificación de esporas de Clostridium sulfito reductor 
se utilizó el método de filtración por membrana ISO 6461-2(1986). Las muestras tanto 
de agua potable como cruda fueron incubadas a 75°C durante 15 minutos, con el fin 
de pasar de la forma vegetativa de la bacteria a la forma esporulada. Para el agua 
cruda se realizaron diluciones seriadas de la muestra (desde 10-1 a 10-3), se tomó 1mL 
de cada dilución y de la muestra sin diluir y se filtró; para el agua potable se filtró un 
volumen de 100mL de la muestra directamente. 
 
Las muestras se filtraron utilizando membranas de nitrocelulosa con tamaño 
de poro de 0,22μm; una vez realizado el proceso de filtración las membranas se 
colocaron sobre agar SPS (Merck, Alemania) y se adicionó a cada una de las placas 
de 2 a 5 mL de agar SPS, a una temperatura entre 45 a 60°C, cubriendo toda la 
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membrana con el fin de asegurar la anaerobiosis. Las placas se colocaron en jarra de 
anaerobiosis con un sobre de anaeroGen (AnaeroGenTM, Oxoid) y se incubaron 
durante 44 (±4) h a 37 °C (±2°C). Las colonias de color negro se reportaron como 
esporas de Clostridium sulfito reductor. Como control positivo se utilizó Clostridium 
spp. CMPUJ 262 y control negativo Escherichia coli ATCC 25922. 
 
4.7.  Análisis de parámetros fisicoquímicos en aguas 
Los análisis fisicoquímicos fueron realizados usando los protocolos del manual 
Standard Methods (APHA, 2012) que se referencian en la Tabla 9. Los datos de estos 
análisis fueron suministrados por las plantas de tratamiento de agua potable en 
estudio. 
 
Tabla 9. Parámetros fisicoquímicos analizados en el estudio. 
Parámetro Unidades Técnica 
Turbiedez UNT Nefelométrico SM 2130-B 
Conductividad µS/cm Electrométrico SM 2510-B 
pH NA Electrométrico SM 4500-H-B 
Cloro residual libre mg/L Cl2 Colorimétrico DPD SM 4500- CL- F 
UNT: Unidades de turbidez; µS/cm: microSiemens / centímetro; NA: No aplica; mg/L Cl2: miligramos de 
Cloro / Litro  
 
4.8. Análisis estadístico 
 
Para determinar el número de muestras (n) se aplicó una “estadística 
descriptiva”, teniendo en cuenta el histórico de 4 años de parámetros físico-químicos 
(pH, conductividad y turbidez) y microbiológicos (coliformes totales) de cada planta 
de potabilización en estudio (PTAP 1, 2 y 3). Para el análisis estadístico, se trabajó 
con una confianza del 90% y se determinó que, para tener un grupo de datos 
estadísticamente representativos, se evaluarían un total de 318 muestras, siendo 159 
muestras de agua cruda y 159 de agua potable (ρ <0,05, α = 0,10). El programa 
estadístico utilizado fue SPSS vr. 22.  
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Para determinar si existe correlación entre la concentración de los indicadores 
de contaminación fecal (coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito 
reductor) y la presencia y/o ausencia de H. pylori en el agua cruda y potable, se realizó 
un análisis estadístico bivariado (software “IBM SPSS Statistics 24”) utilizando 
el coeficiente de correlación de Spearman, ρ (rho), teniendo en cuenta el criterio 
rho>0,95 y delta rho<0,001. Este coeficiente es una medida de la correlación (la 
asociación o interdependencia) entre dos variables aleatorias continuas. 
 
De igual forma, para determinar si existe correlación entre las variaciones de 
los parámetros fisicoquímicos analizados (pH, conductividad, turbidez y cloro residual 
libre) y la presencia y/o ausencia de H. pylori en el agua cruda y potable, se realizó 
un análisis bivariado (software “IBM SPSS Statistics 24”), utilizando el coeficiente de 
correlación de Spearman, ρ (rho). 
 
La interpretación de coeficiente de Spearman, oscila entre -1 y +1, 
indicándonos asociaciones negativas o positivas respectivamente. Cero significa no 
correlación, pero no independencia. El hecho que exista correlación entre las 
variables no implica que exista causalidad o independencia entre ellas. Las 
diferencias en los valores de los datos se consideraron significativas a ρ <0,05. 
  
En todos los análisis realizados se utilizó como variable independiente la 
presencia de H. pylori y como variables dependientes los indicadores bacterianos de 
contaminación fecal, coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito 























5.1. DETECCIÓN Y DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD DE Helicobacter 
pylori A PARTIR DE MUESTRAS DE AGUA 
 
Tras la evaluación de los 3 medios de cultivo específicos para la detección y 
aislamiento de H. pylori a partir de muestras de agua, se observó crecimiento de H. 
pylori en los medios de cultivo Agar Brucella suplementado (ABS) ( = 5.8 x 105 
ufc/mL) y Agar HP ( = 3.8 x 103 ufc/mL). En el caso del Agar HP suplementado con 




Figura 16. Crecimiento de colonias de H. pylori NCTC 11637 en Agar Brucella 
Suplementado. A. H. pylori NCTC 11637 a concentración 106 ufc/mL. B. H. pylori NCTC 11637 
a concentración 103 ufc/mL. 
 
Los resultados obtenidos tras el recuento de colonias sobre la superficie de 
los medios de cultivo evaluados mostraron que en el Agar ABS se recuperaron 2 
unidades logarítmicas más que en las placas con Agar HP. Por esta razón todos los 
cultivos para el aislamiento y detección de H. pylori a partir de las muestras de agua 
se realizaron en el Agar ABS. 
 
El filtro de membrana de 0.22 µm generó los mejores resultados de 
recuperación de H. pylori y el tiempo de incubación de las muestras óptimo fue de 10 
días a 37°C en condiciones de microaerofilia (5% O2, 11% CO2, 85% N2).  
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Una vez seleccionado el medio de cultivo a utilizar y las membranas de 
filtración, se determinó el límite de detección del medio de cultivo ABS, en 3.0 x 101 
ufc/mL (Figura 17). 
 
 
Figura 17. Límite de detección de H. pylori NCTC 11637 sobre Agar Brucella Suplementado. 
 
5.1.1. Detección e identificación de H. pylori a partir de muestras de agua 
cruda por cultivo 
 
El ensayo realizado para determinar la unión de las perlas sensibilizadas con 
las células de H. pylori NCTC 11637, mostró que las perlas se unían tanto a las formas 
cocoides como bacilares de la bacteria (Figura 18). 
 
   
Figura 18. Unión de células bacilares y cocoides de H. pylori NCTC 11637 con las perlas 
inmunomagnéticas. 
 
En la Tabla 10, se recogen los resultados obtenidos a partir de las tres 
metodologías de cultivo propuestas en este estudio, para la detección de H. pylori en 
agua cruda: siembra directa de la suspensión de la muestra a partir de la 
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centrifugación, siembra del concentrado de la muestra mediante la técnica de 
separación inmunomagnética (SIM) y siembra de la muestra después del 
preenriquecimiento e incubación en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 24 
horas.  
 
Se obtuvieron 136 cultivos mixtos (los cuales correspondían a 94 de 155 
muestras) con alta presencia de microbiota acompañante y colonias presuntivas para 
H. pylori. Al no obtener colonias aisladas de H. pylori, se tomó parte del crecimiento 
microbiano presente en las placas y se realizó confirmación preliminar mediante 
coloración de Gram y 3 pruebas bioquímicas: ureasa, catalasa y oxidasa; las cuales 
fueron positivas, por tanto, estos resultados fueron presuntivos para la presencia de 
H. pylori (Figura 19).  
 
 
Figura 19. Pruebas bioquímicas de ureasa (A), catalasa (B) y oxidasa (C) para confirmación 
presuntiva de H. pylori por cultivo en muestras de agua cruda. 
 
En 5 muestras se observaron posibles colonias presuntivas de H. pylori por 
las 3 estrategias de cultivo evaluadas. Así mismo, se observaron colonias presuntivas 





Figura 20. Crecimiento microbiano en agar Brucella suplementado en cultivo mixto con 
presencia de colonias presuntivas de H. pylori a partir de muestras de agua cruda. 
 
La estrategia de separación inmunomagnética (SIM, estrategia 2) presentó 
resultados similares en las 3 PTAP, con resultados positivos entre 25%-28.3%, siendo 
esta la estrategia con menor porcentaje de muestras positivas. De igual forma, la 
estrategia de siembra a partir del preenriquecimiento de la muestra (estrategia 3) 
mostro resultados similares en las 3 PTAP, con porcentajes entre 26%-31%. En 
cuanto a la estrategia de cultivo de siembra directa a partir de la concentración de la 
muestra por centrifugación (estrategia 1), en las PTAP 2 y 3 arrojó el mayor porcentaje 
de muestras positivas (36.5% y 40% respectivamente), mientras que en la PTAP 1 
fue la estrategia con menor número de muestras positivas (22.6%). 
 
Tabla 10. Detección presuntiva de H. pylori mediante las tres estrategias de cultivo para 









PTAP 1 22.6 % (12/53)  28.3% (15/53) 26,4% (14/53) 
PTAP 2 36.5% (19/52) 25% (13/52) 30,8% (16/52) 
PTAP 3 40% (20/50) 26% (13/50) 28% (14/50) 
Total  32.9% (51/155) 26.4% (41/155) 28.4% (44/155) 
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5.1.1.1. Puesta a punto de la PCR convencional para la detección y 
genotipificación de H. pylori  
 
Para la identificación y genotipificación de H. pylori por PCR convencional se 
utilizaron los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas s1/s2 y m1/m2) y glmM.  
 
Tras los diversos ensayos de puesta a punto, las concentraciones óptimas 
fueron: 0.3 µM de iniciadores, 1 µL de ADN por muestra y 10 µL de volumen final de 
reacción (Tabla 11 y Figura 21). 
 
Tabla 11. Condiciones óptimas de la PCR para amplificación de los genes ureA, cagA, vacA 
(s1/s2 y m1/m2) y glmM de H. pylori.  
 




Desnaturalización 1 94 02:00 
Desnaturalización 
Unión de iniciadores 









Extensión final 1 72 05:00 
Enfriamiento  1 10 Continuo 
cagA 
Desnaturalización 1 95 00:02 
Desnaturalización 
Unión de iniciadores 









Extensión final 1 72 05:00 





Desnaturalización 1 95 00:02 
Desnaturalización 
Unión de iniciadores 









Extensión final 1 72 05:00 
Enfriamiento  1 10 Continuo 
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glmM 
Desnaturalización 1 95 00:02 
Desnaturalización 
Unión de iniciadores 










Extensión final 1 72 05:00 






Figura 21. Estandarización de las temperaturas de unión de los iniciadores para la 
amplificación por PCR de los genes en estudio de H. pylori. A. gen ureA. B. gen cagA. C. gen 
vacA (s1/s2). D. gen vacA (m1/m2). E. gen glmM. MP: marcador de peso molecular; 1. Control 
negativo; 2. H. pylori NCTC 11637; 3. E. coli ATCC 25922. 
   
5.1.1.2. Identificación genotípica de los cultivos presentes en el agua 
cruda 
 
Para la identificación y genotipificación de H. pylori por PCR convencional se 
utilizaron los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas s1/s2 y m1/m2) y glmM. Para 
cada reacción se utilizaron 10 µL como volumen final, con una concentración de 
iniciadores de 0.3 µM, 1 µL de ADN y 1U de master mix Taq polimerasa (Promega).  
 
PCR. Se analizaron por PCR los 136 cultivos mixtos con colonias presuntivas 
para H. pylori, correspondientes a 94 de las 155 muestras de agua cruda. Sólo en el 
33.5% (52/155) de las muestras se pudo amplificar al menos 2 de los genes en 
estudio.  
 
qPCR. De igual forma, los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. 
pylori, fueron analizados por qPCR mediante la amplificación de un fragmento del gen 
vacA. Mediante esta técnica, se identificaron aislamientos procedentes de las 
diferentes estrategias de cultivo evaluadas. (Tablas 13, 14 y 15). 
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Para confirmar los resultados obtenidos mediante PCR a partir de los cultivos 
mixtos, se secuenciaron los fragmentos amplificados del gen vacA (Tablas 12, 13, 14 
y 15). Los resultados de las secuencias amplificadas se verificaron con las secuencias 
contenidas en las bases de datos del GenBank mediante el programa BLAST 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). El fragmento amplificado a partir de 26 cultivos de las 
155 (16.8%) muestras (Tablas 13, 14 y 15) presentaba una homología del 98-100% 
con el gen vacA de H. pylori (GenBank números de acceso: AF049653.1 – 
CP003904.1AJ438914.1 – U95971.1).   
 
La PTAP 3 fue la que presentó el mayor número de muestras positivas, con 
un 24% (12/50), seguido por la PTAP 2 con 15.4% (8/52). La planta que presento el 
menor número de muestras positivas por cultivo fue la PTAP 1, con 11.3% (6/53) 
(Tabla 12).  
 
En la PTAP 1, la estrategia de siembra a partir de la concentración de la 
muestra por SIM (estrategia 2) fue la que presentó el mayor número de muestras 
positivas. En las PTAP 2 y 3 la estrategia más efectiva fue la de siembra directa a 




Figura 22. Muestras de agua cruda positivas para H. pylori por las estrategias de cultivo 













































FISH.  Se procedió a la identificación de H. pylori a partir de los 26 cultivos 
mixtos que incluían las colonias características y que habían sido confirmados por 
secuenciación del gen vacA. Para ello se fijaron y se hibridaron con la sonda HPYL-
LNA. Tras la observación al microscopio de epifluorescencia se confirmó que los 26 
cultivos obtenidos mediante las 3 estrategias de cultivo contenían células de H. pylori, 
tanto en forma bacilar como cocoide (Figura 23), lo que confirmó de nuevo que las 
colonias características presentes en los cultivos, a pesar de no poderse purificar, 
pertenecían a H. pylori (Tablas 13, 14 y 15).  
 
En la Figura 23(A) se observa la hibridación de las células de H. pylori con la 





Figura 23. Identificación por FISH de H. pylori en la muestra de agua cruda N° 17 de la PTAP 
2, siembra directa a partir de la suspensión después de la centrifugación. (A) Hibridación con 









Tabla 12. Detección e identificación de H. pylori en el agua cruda en las tres plantas de 
potabilización por el método de cultivo. 
 
Método de Confirmación PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 
Pruebas bioquímicas 49.1% (26/53) 69.2% (36/52) 64% (32/50) 
PCR genotipos 20.7% (11/53) 34.6% (18/52) 28% (14/50) 
qPCR gen vacA 11.3% (6/53) 15.4% (8/52) 24% (12/50) 
FISH 11.3% (6/53) 15.4% (8/52) 24% (12/50) 
PCR gen vacA 17% (9/53) 17.3% (9/52) 24% (12/50) 
Homología del gen vacA 11.3% (6/53) 15.4% (8/52) 24% (12/50) 
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Tabla 13. Identificación de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua cruda en la PTAP 1. 








CT3 Hb Positivo Positivo ureA  Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CT4 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT11 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT18 Habc Positivo  Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivobc 99% cagA-,vacAs1/m1 
CT20 Hc Positivo  (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT21 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivob 99% cagA-,vacAs1/m1 
CT22 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CT23 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT24 Hb Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-vacAs1/m1 
CT25 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT26 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CT27 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT28 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT30 Habc Positivo Positivo ureA (-) (-) Positivoc (-) NA 
CT31 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT33 Hb Positivo Positivo ureA (-) (-) Positivo (-) NA 
CT34 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) Positivoab (-) NA 
CT35 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT37 Habc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT39 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT42 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT44 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
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CT45 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT46 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CT47 Hbc Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CT51 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: siembra directa; b: siembra a partir de SIM; c: siembra después de preenriquecimiento; 
(-): negativo para H. pylori; NA: no aplica. 
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Tabla 14. Identificación de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua cruda en la PTAP 2. 








CD3 Hb Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 96% cagA-,vacAs1 
CD4 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD5 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD6 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 96% cagA-,vacAs1/m1 
CD7 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
CD8 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD12 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD13 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD16 Hc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1 
CD17 Hac Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoa 99% cagA-,vacAs1/m1 
CD18 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD19 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD20 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD21 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CD22 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivob 99% cagA-,vacAs1/m1 
CD23 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD25 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD26 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD27 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD28 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD30 Hc Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD32 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
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CD33 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD34 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) Positivoa (-) NA 
CD36 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD37 Hb Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD39 Hb Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD43 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD44 Hc Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD46 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD47 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD49 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD50 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CD51 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD52 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CD53 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoa 98% cagA+vacAs1 
Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: siembra directa; b: siembra a partir de SIM; c: siembra después de preenriquecimiento; 
(-): negativo para H. pylori; NA: no aplica. 
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Tabla 15. Identificación de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua cruda en la PTAP 3. 








CW3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
CW4 Ha Positivo  Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW5 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW6 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW7 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 97% cagA-,vacAs1/m2 
CW9 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW10 Hc Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 97% cagA-,vacAs1 
CW11 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW12 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW14 Hc Positivo  Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW16 Hc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW19 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW20 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW21 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW22 Hac Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoc 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW23 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW24 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW26 Habc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoab 99% cagA-,vacAs1/m1 
CW27 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW28 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW31 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW33 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
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CW34 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CW35 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW36 Habc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW39 Hb Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
CW42 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW45 Hc Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs2/m1 
CW46 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW49 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
CW50 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1 
CW51 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: siembra directa; b: siembra a partir de SIM; c: siembra después de preenriquecimiento; 





5.1.2. Detección e identificación de H. pylori a partir de muestras de agua 
potable por cultivo 
 
Para la identificación por cultivo de H. pylori a partir de aguas potables, 
también se utilizaron 3 estrategias diferentes. Teniendo en cuenta los resultados 
obtenidos mediante la identificación por coloración de Gram y pruebas bioquímicas, 
encontramos un total de 137 cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori, que 
correspondían a 101 del total de las 155 muestras de agua potable analizadas. Al 
igual que en el agua cruda, en el agua potable tampoco se logró el aislamiento de 
colonias de H. pylori, solo la presencia de colonias presuntivas en cultivos mixtos. En 
4 muestras se observaron colonias presuntivas de H. pylori por las 3 estrategias de 
cultivo evaluadas. Así mismo, se observaron colonias presuntivas de H. pylori en 27 
muestras por 2 de las 3 estrategias evaluadas (Figura 24). 
 
 
Figura 24. Crecimiento bacteriano en agar Brucella suplementado a partir de muestras de 
agua potable por filtración por membrana tras enriquecimiento. Cultivo mixto con colonias 
presuntivas de H. pylori (A). Detalle de las colonias (B).  
 
Como se observa en la Tabla 16, el método de filtración por membrana 
(estrategia 1) fue el que proporcionó mayor porcentaje de muestras positivas en las 3 
plantas de tratamiento. En cuanto a la siembra realizada a partir de la SIM (estrategia 
3) y la siembra después del preenriquecimiento (estrategia 2) mostraron los mismos 
resultados en las PTAP 1 y 2 o (26.4% y 21.1% respectivamente). En la PTAP 3 la 
B A 
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estrategia de cultivo a partir de SIM (estrategia 3) fue la que dio el menor número de 
muestras positivas (16%). 
 
Tabla 16. Detección presuntiva de H. pylori mediante las tres estrategias de cultivo para 






Estrategia 2  





PTAP 1 41.6% (22/53) 26.4% (14/53) 26.4% (14/53)  
PTAP 2 38.5% (20/52) 21.2% (11/52) 21.2% (11/52)  
PTAP 3 54% (27/50) 20% (10/50) 16% (8/50)  
TOTAL 44.5% (69/155) 22.6% (35/155) 21.3% (33/155)  
 
 
5.1.2.1. Identificación genotípica de los cultivos presentes en el agua 
potable 
 
PCR. Se analizaron por PCR los 137 cultivos presuntivos para H. pylori, 
realizando la amplificación de los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas m1/m2 y 
s1/s2) y glmM. Sólo en el 32.3% (50/155) de las muestras se obtuvo amplificación de 
al menos 2 de los genes en estudio.  
 
qPCR. Los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori, fueron 
analizados por qPCR para la detección de un fragmento del gen vacA, identificándose 
aislamientos procedentes de las diferentes estrategias de cultivo evaluadas. (Tablas 
18, 19 y 20). Del mismo modo que en el caso de las aguas crudas, para confirmar los 
resultados obtenidos mediante PCR se secuenciaron los fragmentos amplificados del 
gen vacA (Tablas 17, 18, 19 y 20). Los resultados verificaron que en los cultivos del 
19.4% (30/155) de las muestras (Tablas 18, 19 y 20) las secuencias amplificadas 
presentaban una homología del 98-100% con el gen vacA de H. pylori (GenBank 
números de acceso: AF049653.1 – CP003904.1AJ438914.1 – U95971.1).   
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La PTAP 3 fue la que presentó el mayor número de muestras positivas, con 
un 24% (12/50), seguido por la PTAP 1 con 18.9% (10/53). La planta que presentó 
el menor número de muestras positivas por cultivo fue la PTAP 2 con 15.4% (8/52) 
(Tabla 17). En la Figura 25, se muestra el número de muestras positivas por las 3 
estrategias de cultivo evaluadas en las plantas de tratamiento. Observamos que en la 
PTAP 1 con las 3 estrategias evaluadas se obtuvo el mismo número de muestras 
positivas. En cuanto a las plantas PTAP 2 y 3 la estrategia más efectiva fue la de 
filtración por membrana (estrategia 1) seguida por la de SIM (estrategia 2). 
 
 
Figura 25. Muestras de agua potable positivas para H. pylori por las estrategias de cultivo 
evaluadas en las plantas de tratamiento.   
 
FISH.  Se procedió a la identificación de H. pylori a partir de los 30 cultivos 
mixtos que incluían las colonias presuntivas de H. pylori y que habían sido 
confirmados por secuenciación del gen vacA. Tras la observación al microscopio de 
epifluorescencia se confirmó que los 30 cultivos mixtos obtenidos mediante las 3 
estrategias de cultivo contenían células de H. pylori, tanto en forma bacilar como 
cocoide, por lo que se confirmó que las colonias presuntivas presentes en los cultivos 














































Tabla 17. Detección e identificación de H. pylori en el agua potable en las tres plantas de 
potabilización por el método de cultivo.  
 
Método de Confirmación PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 
Pruebas bioquímicas 64.2% (34/53) 61.5% (32/52) 64% (32/50) 
PCR genotipos 24.5% (13/53) 28.8% (15/52) 44% (22/50) 
qPCR gen vacA 18.9% (10/53) 15.4% (8/52) 24% (12/50) 
FISH 18.9% (10/53) 15.4% (8/52) 24% (12/50) 
PCR gen vacA 20.8% (11/53) 17.3% (9/52) 24% (12/50) 




Tabla 18. Identificación de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua potable en la PTAP 1. 








PT1 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PT6 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PT10 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT11 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT12 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT13 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT14 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
PT15 Hbc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivob 99% ,cagA-,vacAs1/m1 
PT16 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT17 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT18 Hb Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
PT20 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT21 Hbc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoc 99% cagA-,vacAs1/m1 
PT22 Hc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAm1 
PT23 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT24 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PT25 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT26 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
PT27 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT28 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PT30 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) Positivoa (-) NA 
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PT31 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT32 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT33 Habc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT34 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT35 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT41 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT42 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT43 Habc Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivoc 99% cagA-,vacAs2/m2 
PT44 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PT45 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT48 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PT51 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: filtración por membrana (tamaño de poro 0,22µm); b: siembra a partir de SIM; c: 
siembra después de preenriquecimiento; (-): negativo para H. pylori; NA: no aplica. 
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Tabla 19. Identificación de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua potable en la PTAP 2. 








PD2 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PD3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PD4 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 97% cagA-,vacAs1/m1 
PD5 Hc Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PD7 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PD8 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD12 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD13 Hab Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD14 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA+,vacAs1/m1 
PD15 Hc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
PD16 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD18 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoab 99% cagA-,vacAs1/m1 
PD23 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoa 99% cagA-,vacAs1/m1 
PD24 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivob 99% cagA-,vacAs1/m1 
PD25 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD27 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD28 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD29 Habc Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoabc 99% cagA-,vacAs2/m1 
PD30 Hbc Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PD31 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD32 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PD33 Hbc Positivo Positivo ureA (-) (-) Positivoc (-) NA 
PD37 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
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PD39 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD40 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD41 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD44 Hb Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PD45 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD47 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD48 Hbc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD52 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PD53 Hc Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: filtración por membrana (tamaño de poro 0,22µm); b: siembra a partir de SIM; c: 




Tabla 20. Identificación de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua potable en la PTAP 3. 








PW1 Hbc Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW2 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PW4 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 99% ,cagA-,vacAs1/m1 
PW6 Hc Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PW9 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW11 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW12 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW13 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW14 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA+,vacAs1/m1 
PW15 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW16 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
PW18 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivob 99% cagA-,vacAs1/m1 
PW20 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW23 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1/m1 
PW24 Ha Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAs1/m1 
PW25 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW26 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoab 99% cagA-,vacAs1/m1 
PW27 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW28 Hab Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoa 99% cagA-,vacAs2/m1 
PW29 Hac Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoa 99% cagA-,vacAs2/m1 
PW30 Hac Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
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PW31 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW32 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW33 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW36 Hab Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW38 Hac Positivo Positivo ureA,glmM Positivo Positivo Positivoa 99% cagA-,vacAs2/m1m2 
PW39 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW40 Ha Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
PW43 Hac Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW44 Ha Positivo Positivo ureA (-) (-) (-) (-) NA 
PW49 Hb Positivo (-) (-) (-) (-) (-) NA 
Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: filtración por membrana (tamaño de poro 0,22µm); b: siembra a partir de SIM; c: 




Figura 26. Porcentaje de la presencia e identificación de H. pylori por cultivo en aguas crudas 
y potables en las tres plantas de potabilización.  
 
Por el método de cultivo se ha determinado la presencia de células cultivables 
de H. pylori en aguas crudas y potables. Para la PTAP 1 se obtuvo una mejor 
recuperación en el agua potable, con un 18.9% (10 muestras) que en el agua cruda, 
11,3% (6 muestras). Para la PTAP 2 se pudo cultivar H. pylori a partir de 8 muestras 
(15,4%) en ambos tipos de agua.  y en la PTAP 3 encontramos 12 (24%) muestras 
positivas por cultivo tanto para agua cruda como potable (Figura 26). En 56 de las 
310 muestras analizadas se logró el cultivo de H. pylori, pero no la obtención de 
colonias aisladas, por tanto, su confirmación se realizó a través de pruebas 
moleculares y secuenciación.  
  
5.2. Detección e identificación de H. pylori a partir de muestras de agua 
cruda y potable mediante métodos moleculares 
 
5.2.1. Detección de H. pylori en aguas crudas y potables por PCR 
convencional 
 
Para realizar la detección de H. pylori por PCR convencional, se utilizaron las 

















Plantas de Tratamiento de Agua Potable
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Mediante amplificación de los genes ureA, cagA, vacA (s1/s2 y m1/m2) y glmM de H. 
pylori se obtuvo un total de 60 muestras positivas (60/155, 38,7%). 
 
Para confirmar la presencia de H. pylori en todas las muestras en las que las 
PCR habían resultado positivas, se procedió a la amplificación y posterior 
secuenciación de un fragmento del gen vacA. Los resultados obtenidos confirmaron 
la detección de H. pylori sólo en el 22,6% de las 155 muestras de agua analizadas.  
Las PTAP 2 y 3 presentaron el mayor porcentaje de detección, 26,9 y 26% 
respectivamente, mientras que en el agua cruda de la PTAP 1 se detectó H. pylori 
sólo en el 15,1% de las muestras (Tabla 21).  
 





amplificadas para los 







PTAP 1 30.2% (16/53) 15,1% (8/53) 15,1% (8/53) 
PTAP 2 34.6% (18/52) 32.7% (17/52) 26,9% (14/52) 
PTAP 3 52% (26/50) 30% (15/50) 26% (13/50) 
Total  38.7% (60/155) 25.8% (40/155) 22.6% (35/155) 
* genes ureA y glmM; ** confirmadas por secuenciación del gen vacA. 
 
En cuanto al agua potable, se observó un menor número de falsos positivos al 
realizar la PCR que en el agua cruda, obteniendo un rango de muestras positivas para 
la presencia del ADN de H. pylori de 38–40%. Una vez confirmadas las muestras por 
secuenciación del gen vacA, encontramos que el rango de detección del ADN de la 
bacteria en el agua potable de las tres plantas de potabilización fue del 24-29%, 
siendo la PTAP 2 la que presentó el mayor número de muestras positivas, con un 









amplificadas para los 







PTAP 1 39.6% (21/53) 28.3% (15/53) 28.3% (15/53) 
PTAP 2 38.5% (20/52) 32.7% (17/52) 28.8% (15/52) 
PTAP 3 38% (19/50) 24% (12/50) 24% (12/50) 
Total  38.7% (60/155) 28.4% (44/155) 27.1% (42/155) 
* genes ureA y glmM; ** confirmadas por secuenciación del gen vacA. 
 
Teniendo en cuenta el total de muestras analizadas (155 muestras de cada 
tipo de agua) encontramos que el porcentaje de detección del ADN de H. pylori por el 
método de PCR fue mayor en el agua potable que en el agua cruda, obteniéndose un 
27.1% y 22.6% respectivamente.  
 
5.2.2. Caracterización genotípica y secuenciación de H. pylori en las tres 
plantas de potabilización estudiadas. 
 
En las Tablas 23 a 28 se muestran los resultados de la caracterización 
genotípica y el resultado del porcentaje de identidad (ID) resultante de la 
secuenciación del amplicon del gen vacA presente en las muestras positivas para H. 
pylori tanto en aguas crudas como potables. Las muestras que presentaron una 
similaridad (porcentaje de identidad) con el genoma del gen vacA de H. pylori ≥97% 
fueron consideradas como positivas para la detección e identificación de este 
microorganismo en las muestras de agua. Las secuencias obtenidas se resumen en 
el anexo VI. 
 
 
5.2.2.1. Caracterización genotípica de H. pylori en la PTAP 1 
 
Muestras analizadas: 53 de Agua Cruda y 53 de Agua Potable 
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Tabla 23. Caracterización genotípica de H. pylori presente en el agua cruda de la PTAP 1. 
Muestra Genotipo presente en la muestra Identidad de la secuencia del 
gen vacA 
4 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1m2 ID= 98% 
5 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1  ID= 98% 
8 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
13 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
16 ureA, cagA -, vacAs1/ m1 ID= 98% 
21 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/ m1 ID= 99% 
24 ureA, cagA -, vacAs1/ m1 ID= 99% 
39 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/ m2 ID= 99% 
Muestras confirmadas por secuenciación del gen vacA: 8 (53) muestras.  
 
Tabla 24. Caracterización genotípica de H. pylori presente en el agua potable de la PTAP 1. 
Muestra Genotipo presente en la muestra Identidad de la secuencia del 
gen vacA 
1 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
2 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
3 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
4 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
5 ureA, cagA+, vacAs1/m1 ID= 98% 
6 ureA, cagA -, vacAs1s2/m1 ID= 97% 
7 ureA, cagA -,vacAs1/m1 ID= 98% 
9 ureA, cagA -,vacAs1/m2 ID= 97% 
10 ureA, cagA -,vacAs1/m1 ID= 97% 
11 ureA, glmM, cagA -,vacAs1/m1 ID= 98% 
12 ureA, cagA -,vacAs1/m1 ID= 98% 
13 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
16 ureA, cagA -, vacAs2/m1 ID= 100% 
23 ureA, cagA+, vacAs1/m1 ID= 98% 
24 ureA, glmM, cagA+, vacAs1/m1 ID= 99% 
Muestras confirmadas por secuenciación del gen vacA: 15 (53) muestras.  
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5.2.2.2. Caracterización genotípica de H. pylori en la PTAP 2 
Muestras analizadas: 52 de Agua Cruda y 52 de Agua Potable. 
Tabla 25. Caracterización genotípica de H. pylori presente en el agua cruda de la PTAP 2. 
Muestra Genotipo presente en la muestra 
Identidad de la secuencia del 
gen vacA 
1 ureA, cagA -, vacAm1 ID= 99% 
3 ureA, cagA -, vacAs2/m1 ID= 98% 
4 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
7 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
8 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
13 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
15 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/ m1 ID= 99% 
16 ureA, cagA -, vacAs1s2/m1 ID= 99% 
17 ureA, cagA -, vacAs1 ID= 99% 
21 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 100% 
23 ureA, cagA+, vacAs1/m1 ID= 99% 
24 ureA, glmM, cagA+, vacAs1/m2 ID= 99% 
38 ureA, cagA+, vacAm2 ID= 100% 
40 ureA, cagA -, vacAm1 ID= 98% 
Muestras confirmadas por secuenciación del gen vacA: 14 (52) muestras. 
 
Tabla 26. Caracterización genotípica de H. pylori presente en el agua potable de la PTAP 2. 
Muestra Genotipo presente en la muestra 
Identidad de la secuencia del 
gen vacA 
2 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
3 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
4 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
6 ureA, cagA+, vacAs1/m1 ID= 98% 
7 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
9 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
11 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
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12 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/ m1 ID= 98% 
13 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 100% 
15 ureA, cagA -, vacAs1/m2 ID= 100% 
16 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
17 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 100% 
23 ureA, cagA+, vacAs1/m1 ID= 99% 
24 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 100% 
31 ureA, cagA -, vacAm1 ID= 99% 
Muestras confirmadas por secuenciación del gen vacA: 15 (52) muestras. 
 
5.2.2.3. Caracterización genotípica de H. pylori en la planta PTAP 3 
Muestras analizadas: 50 de Agua Cruda y 50 de Agua Potable.  
 
Tabla 27. Caracterización genotípica de H. pylori presente en el agua cruda de la PTAP 3. 
Muestra Genotipo presente en la muestra 
Identidad de la secuencia del 
gen vacA 
4 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
6 ureA, cagA -, vacAs1 ID= 98% 
7 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
8 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m2 ID= 97% 
9 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
10 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
13 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
16 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
18 ureA, glmM, cagA -, vacAs2/m1m2 ID= 100% 
21 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
24 ureA, glmM, cagA+, vacAs1/m1 ID= 99% 
31 ureA, glmM, cagA -, vacAm1m2 ID= 97% 
38 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 




Tabla 28. Caracterización genotípica de H. pylori presente en el agua potable de la PTAP 3. 
Muestra Genotipo presente en la muestra 
Identidad de la secuencia del 
gen vacA 
2 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
3 ureA, cagA -, vacAs2/m1 ID= 98% 
4 ureA, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
6 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m2 ID= 98% 
7 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
9 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 98% 
10 ureA, cagA+, vacAs1/m1 ID= 98% 
11 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
16 ureA, cagA -, vacAs1s2/m1 ID= 99% 
25 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m1 ID= 99% 
26 ureA, cagA -, vacAs1 ID= 99% 
31 ureA, cagA -, vacAm1 ID= 99% 
Muestras confirmadas por secuenciación del gen vacA: 12 (50) muestras.  
 
En cuanto a los genes de virulencia de H. pylori evaluados, se encontró que el 
gen cagA está presente en el 2.6% (4/155) de las muestras de agua cruda y en el 
3.9% (6/155) de las muestras de agua potable analizadas. Del gen vacA, la 
combinación alélica más prevalente fue vacAs1/m1, encontrándose en el 15.5% 
(24/155) de las muestras de agua cruda y en el 20.6% (32/155) de las muestras de 
agua potable analizadas. El gen glmM se detectó en el 11% (17/155) de las muestras 
de agua cruda y en el 7.7% (12/155) de las muestras de agua potable analizadas.  
 
En el total de las muestras analizadas hemos encontrado que el genotipo 
vacAs1/m1 está presente en el 18.1% (56/310) de las muestras analizadas. El gen 
cagA se encontró en el 3.2 % (10/310) de las muestras analizadas. El gen glmM en 
9.3% (29/310). 
 
En cuanto a la distribución del genotipo vacAs1/m1 en las 3 plantas, se 
encontró el mayor porcentaje en el agua potable con respecto al agua cruda. En el 
agua potable de la PTAP 2 se encontró el mayor porcentaje, 26,9%. En cuanto a la 
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presencia del gen cagA, ha sido más prevalente en el agua potable de la PTAP 1 y el 
agua cruda de la PTAP 2 con un 5,7% y %,8% respectivamente. En el agua cruda de 
la PTAP 3 se encontró el mayor porcentaje del gen glmM (18%), en los aislamientos 
de H. pylori de la PTAP 2 estuvo presente en el 7,7% de las muestras tanto de agua 
cruda como potable, y para este gen en el caso de las muestras de agua cruda y 
potable de la PTAP 3 fue donde se encontró el menor porcentaje, 7,5% y 5,7% 
respectivamente (Tabla 29). 
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5.2.3. Detección y cuantificación de H. pylori por qPCR 
 
Del total de las 310 muestras analizadas, se detectó ADN de H. pylori 
mediante qPCR en 77 muestras (24.8%).  
 
En el 10.7% (33/310) de las muestras fue posible cuantificar la presencia de 
H. pylori, con valores de concentración entre 5.77 y 2.12 x 103 unidades genómicas 
(UG) reacción y valores de Ct de 25.64 a 34.85 (Figuras 27 y 28). Las demás muestras 
positivas (44/310, 14.2%) no pudieron ser cuantificadas debido a que el valor del Ct 
sobrepasaba el umbral de fiabilidad (>35 ciclos). Todos los resultados quedan 














En el agua cruda de las 3 plantas de tratamiento, el ADN de H. pylori fue 
detectado en un 15-27% de las muestras analizadas, de las cuales fue posible 
cuantificar 13 (37.1%) muestras positivas. En el agua potable, H. pylori fue detectado 
en 24-29% de las muestras analizadas, pudiéndose cuantificar 20 de las 42 (47.6%) 
muestras positivas (Tabla 30). Las muestras que dieron positivas, pero en las que la 
cuantificación no fue posible (Ct >35 ciclos), se verificaron por electroforesis en gel 
de agarosa, observándose la banda correspondiente al fragmento específico de 372 
pb de H. pylori (Figura 29). De igual forma, todos los resultados positivos fueron 
confirmados por secuenciación del gen vacA. 
 
El control de la presencia de inhibidores de la Taq-polimerasa en el agua cruda 
y potable mostró que no había inhibición de la reacción en las muestras. La diferencia 
entre los Ct de las muestras inoculadas y el control positivo no superó el valor de 1 
ciclo, por lo que se detectó la misma cantidad de ADN de H. pylori en muestra y control 
inoculados.  
 
Tabla 30. Detección y cuantificación del gen vacA de H. pylori por qPCR en aguas. 
 
Planta 
Agua Cruda Agua Potable 
Detectadas Cuantificadas  Detectadas Cuantificadas 
PTAP 1 15.1% (8/53) 7.6% (4/53) 28.3% (15/53) 11.3% (6/53) 
PTAP 2 26.9% (14/52) 5.8% (3/52) 28.8% (15/52) 9.6% (5/52) 
PTAP 3 26% (13/50) 12% (6/50) 24% (12/50) 18% (9/50) 




Figura 29. Electroforesis que muestra el fragmento especifico del gen vacA amplificado de 
H. pylori en muestras de agua cruda y potable. Líneas 1 y 10: marcador de 100pb; línea 2: 
Control positivo H. pylori NCTC 11637; líneas 3,5 y 7: muestras de agua potable; líneas 4 y 8: 
muestras de agua cruda; línea 6: E. coli ATCC 25922; línea 9: control negativo.  
 
En la Figura 30, se presenta el global de los resultados de la presencia de H. 




Figura 30. Resultados de la detección de H. pylori en agua cruda y potable en las tres plantas 
de tratamiento por las tres técnicas evaluadas. 
 
Cuando se compararon los resultados obtenidos por cultivo y por métodos 
moleculares, en todos los casos las técnicas de PCR y qPCR fueron las que 
presentaron el mayor porcentaje de muestras positivas. 












En el agua potable y cruda de la PTAP 1 se obtuvieron valores de 28.3% 
(15/53) y 15.1% (8/53) para PCR y cultivo, respectivamente. En la PTAP 2, por PCR 
se detectaron muestras positivas en el 28.8% (15/52) de las muestras de agua potable 
y el 26.9% (14/52) de las muestras de agua cruda. En el agua cruda de la PTAP 3, 
por las técnicas de PCR y qPCR se obtuvo un valor de 26% (13/50), mientras que en 
el agua potable se observó un 24% (12/50) de muestras positivas por las 3 técnicas 
evaluadas (Figuras 31, 32 y 33). 
 
 
Figura 31. Resultados de la detección de H. pylori en agua cruda y potable por las técnicas 





Figura 32. Resultados de la detección de H. pylori en agua cruda y potable por las técnicas 
evaluadas en la PTAP 2. 
























Figura 33. Resultados de la detección de H. pylori en agua cruda y potable por las técnicas 
evaluadas en la PTAP 3. 
 
 
5.3. Cuantificación de indicadores bacterianos de origen fecal en aguas 
crudas y potables 
 
5.3.1. Cuantificación de los Indicadores de contaminación fecal en agua 
cruda 
 
Se evidenció la presencia de coliformes totales en todas (155/155, 100%) las 
muestras de agua cruda analizadas en las 3 plantas de potabilización, con una 
concentración promedio de 8,9x103 ufc/100mL en la PTAP 1, 5,5x102 ufc/100mL en 
las PTAP 2 y 3,8x102 ufc/100mL en la PTAP 3 (Figura 34 y Tabla 31). 
 
E. coli se detectó en el 100% de las muestras de agua cruda analizadas 
procedentes de la PTAP 1, con un promedio de 8,5x102 ufc/100mL. En la PTAP 2, 
estaba presente en el 90,4% (47/52) de las muestras analizadas, presentando un 
promedio de 6,9x101 ufc/100mL. En la PTAP 3 fue detectado en el 78% (39/50) de 


















Figura 34. Cuantificación de coliformes totales y E. coli a partir de agua cruda (PTAP 1) en 
agar Chromocult Coliformes. 
 
En cuanto a las esporas de Clostridium sulfito reductor, en el agua cruda 
estaban presentes en el 100% de las muestras analizadas para la PTAP 1 (53/53) y 
la PTAP 2(52/52), con promedios de 4,2x102 ufc/100mL y 5,9x101 ufc/100mL, 
respectivamente. En la PTAP 3 se detectaron en el 96% (48/50) de las muestras 




Figura 35. Cuantificación de esporas de Clostridium sulfito reductor a partir de agua cruda 




Tabla 31. Cuantificación de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor 
en el agua cruda de las tres plantas de tratamiento. 
 
 PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 
Coliformes totales (ufc/100mL) 
Promedio 8,9 x 103 5,5 x 102 3,8 x 102 
Máxima 5,7 x 104 7,2 x 103 2,0 x 103 
Mínima 1,1 x 103 3,8 x 101 2,4 x 101 
Ds ± 0,33 ±0,46 ±0,41 
Escherichia coli (ufc/100mL) 
Promedio 8,5 x 102 6,9 x 101 2,8 x 101 
Máxima 3,0 x 103 7,0 x 102 1,4 x 102 
Mínima 2,0 x 101 2,0 1,0 
Ds ±0,35 ±0,67 ±0,63 
Esporas de Clostridium sulfito reductor (ufc/100mL) 
Promedio 4,2 x 102 5,9 x 101 1,9 x 101 
Máxima 5,5 x 103 5,7 x 102 3,8 x 102 
Mínima 8,0 x 101 2,0 1,0 
Ds ±0,47 ±0,49 ±0,59 
ufc: unidades formadoras de colonia; mL: mililitro; Ds: Desviación estándar 
 
Los tres indicadores mostraron una tendencia similar en las tres plantas de 
potabilización. Se encontró una mayor concentración del grupo de los coliformes 










Figura 36. Concentración promedio de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium 
sulfito reductor en agua cruda de las plantas de potabilización.  
 
De acuerdo con los resultados del análisis estadístico utilizado para 
determinar si existía correlación entre la concentración de los indicadores de 
contaminación fecal (coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito 
reductor) y la presencia de H. pylori en el agua cruda, se encontró que ésta no 
presenta relación directa con la presencia de ninguno de los indicadores evaluados, 
encontrando coeficientes de correlación muy bajos para los 3 indicadores: rho= 0,041 
para esporas de Clostridium sulfito reductor, rho= 0,029 y 0,017 para coliformes 


































Indicadores de contaminación fecal
PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3
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Tabla 32.  Coeficiente de correlación de Spearman de la concentración de coliformes totales, 
E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor y la presencia de H. pylori en agua cruda en 


























1,000 0,734** 0,629** 0,029 
Sig. (bilateral)  0,000 0,000 0,716 




0,734** 1,000 0,729** 0,017 
Sig. (bilateral) 0,000  0,000 0,838 





0,629** 0,729** 1,000 0,041 
Sig. (bilateral) 0,000 0,000  0,612 




0,029 0,017 0,041 1,000 
Sig. (bilateral) 0,716 0,838 0,612  
N 155 155 155 155 
**. La correlación es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). 
 
5.3.2. Cuantificación de los Indicadores de contaminación fecal en agua 
potable 
Para las tres plantas de potabilización, tanto coliformes totales, E. coli y 
esporas de Clostridium sulfito reductor presentaron concentración de <1 ufc/100mL 
(Tabla 33). 
 
Tabla 33. Cuantificación de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor 









PTAP 1 <1 <1 <1 
PTAP 2 <1 <1 <1 
PTAP 3 <1 <1 <1 




5.4. Análisis de parámetros fisicoquímicos en aguas crudas y potables 
En cuanto a los parámetros fisicoquímicos evaluados en el agua cruda, en la 
PTAP 1, se observaron las mayores concentraciones de turbidez y conductividad y 
valores más altos de pH, con respecto al agua utilizada para potabilizar por las otras 
2 PTAP (Tabla 34).  
 
Tabla 34. Análisis de turbidez, conductividad y pH en el agua cruda de las tres plantas de 
tratamiento. 
 
 PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 
Turbidez (UNT) 
Promedio 19,4 8,60 3,18 
Máxima 36,0 47,1 10,1 
Mínima 11,0 3,81 1,48 
Ds ± 4,9 ±6,69 ±1,85 
Conductividad (µS/cm) 
Promedio 85,2 20,6 42,8 
Máxima 110,0 27,9 94,0 
Mínima 60,0 8,1 29,0 
Ds ±11,9 ±4 ±12,5 
pH 
Promedio 6,89 6,38 6,81 
Máxima 7,20 6,79 7,26 
Mínima 6,70 6,12 6,10 
Ds ±0,13 ±0,14 ±0,17 
UNT: unidades nefelométricas de turbidez; µS/cm: microSiemens / centímetro; DS: desviación 
estándar 
 
En la Tabla 35, se muestran los resultados de la concentración de la turbidez, 
el pH, la conductividad la concentración de cloro residual presentes en el agua de las 
3 plantas en estudio. 
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Tabla 35. Análisis de turbidez, conductividad, pH y cloro residual en el agua potable de las 
tres plantas de tratamiento. 
 
 PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 
Turbidez (UNT) 
Promedio 0,14 0,29 0,52 
Máxima 0,19 0,82 1,30 
Mínima 0,10 0,14 0,28 
Ds ± 0,02 ±0,14 ±0,16 
Conductividad (µS/cm) 
Promedio 118,2 66,8 51,1 
Máxima 150,0 94,1 78,0 
Mínima 80,0 40,6 34,0 
Ds ±16,6 ±12,3 ±12,3 
pH 
Promedio 6,79 7,08 6,62 
Máxima 6,96 7,95 6,93 
Mínima 6,69 6,40 6,39 
Ds ±0,06 ±0,35 ±0,10 
Cl2 Libre (mg/L) 
Promedio 1,74 1,30 1,81 
Máxima 1,98 1,91 2,0 
Mínima 1,60 0,79 1,53 
Ds ±0,10 ±0,24 ±0,16 
UNT: unidades nefelométricas de turbidez; µS/cm: microSiemens / centímetro; Cl2 Libre: cloro 
libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviación estándar. 
 
Para determinar si existía correlación entre la concentración de la turbidez, el 
pH y la conductividad y la presencia y/o ausencia de H. pylori, tanto en el agua cruda 
como en el agua potable, se realizó un análisis bivariado, utilizando el coeficiente de 
correlación de Spearman, ρ (rho). El análisis estadístico demuestra que no existe 
correlación entre las variaciones que puedan presentar las concentraciones de la 
turbidez, el pH o la conductividad con la presencia y/o ausencia de H. pylori en el 
agua cruda (Tabla 36) ni en la potable (Tabla 37).  
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Tabla 36.  Coeficiente de correlación de Spearman de la concentración de los parámetros 
fisicoquímicos y la presencia de H. pylori en agua cruda en las tres plantas de potabilización. 
 
  


















0,040 -0,005 0,056 
Sig. (bilateral) 0,618 0,950 0,491 
N 155 155 155 
**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*. La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
 
Tabla 37.  Coeficiente de correlación de Spearman de la concentración de los parámetros 
fisicoquímicos y la presencia de H. pylori en agua potable en las tres plantas de potabilización. 
 
  




















0,113 -0,057 0,152 -0,155 
Sig. (bilateral) 0,162 0,484 0,060 0,054 
N 155 155 155 155 
**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 























En las últimas dos décadas diversos autores han sugerido que el agua puede 
ser una ruta importante para la transmisión de Helicobacter pylori (Boenhke et al., 
2018; Leja et al., 2016; Travis et al., 2010). Sin embargo, esta hipótesis aún no ha 
sido completamente demostrada debido a la dificultad que presenta cultivar H. pylori 
a partir de muestras ambientales. Los métodos de cultivo son extremadamente 
limitados para recuperar H. pylori de muestras de agua, principalmente debido a la 
falta de un medio de cultivo selectivo óptimo (Bahrami et al., 2013; Al-Sulami et al., 
2012; Azevedo et al., 2004; Degnan et al., 2003; Lu et al., 2002). De igual forma, el 
hecho de que otras bacterias presentes en las muestras ambientales puedan crecer 
en los medios selectivos de H. pylori hace que su aislamiento sea un desafío 
importante. Adicionalmente, H. pylori está comúnmente en el estado viable no 
cultivable (VNC) en las muestras ambientales, lo que hace que su aislamiento sea 
aún más difícil (Fernández et al., 2007; Azevedo et al., 2004). 
 
Debido a todos los inconvenientes que presenta el aislamiento y detección de 
H. pylori por cultivo se han buscado métodos que sean más eficaces para la detección 
del patógeno en aguas. De esta forma, se han desarrollado diversas técnicas 
moleculares que han permitido no sólo la detección de H. pylori, sino también su 
enumeración, caracterización, determinación de la actividad metabólica y la 
funcionalidad de algunos genes. Entre las técnicas moleculares de mayor aplicación 
están las basadas en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), PCR en tiempo 
real (qPCR) y la Hibridación in situ con sondas fluorescentes (FISH), las cuales son 
técnicas muy específicas y rápidas en la detección de H. pylori a partir de muestras 
ambientales (Cunachi et al., 2015; Flores-Encarnación et al., 2015; Santiago et al., 
2015; Benson et al., 2004). 
 
Además de la presencia en varias fuentes de agua, se ha demostrado que H. 
pylori tiene largos periodos de supervivencia en ambientes acuáticos y biopelículas 
(Percival y Suleman, 2014; Azevedo et al., 2008; Gião et al., 2008). Shahamat et al. 
(1993) utilizaron técnicas autorradiográficas para evaluar la actividad metabólica de 
células de H. pylori suspendidas en agua de río esterilizada y agua destilada. Los 
resultados mostraron que a bajas temperaturas (4°C) las células de H. pylori 
permanecieron viables y cultivables en el laboratorio por hasta 20-25 días. A 
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temperaturas más altas, la capacidad de cultivarlo se perdió en uno o dos días 
(Shahamat et al., 1993).  
 
La asociación de H. pylori con las comunidades presentes en las biopelículas 
dentro de un sistema de distribución de agua potable podría ofrecer a la bacteria 
protección frente a los sistemas de desinfección del agua y a la depredación por 
protozoos (Percival y Suleman, 2014; Gião et al., 2010). De igual forma, se ha 
demostrado que H. pylori presenta mayor resistencia a la desinfección por cloro y 
ozono que otros indicadores de contaminación fecal como E. coli (Gião et al., 2010). 
Por tanto, aguas consideradas potables o aptas para consumo humano a nivel 
legislativo podrían contar con la presencia del patógeno. De hecho, varios estudios 
han demostrado que H. pylori tiene la capacidad de persistir durante periodos de 
tiempo largos en sistemas de distribución de agua para consumo humano con bajos 
niveles de cloro residual (0.5 y 1.1 mg/L) (Santiago et al., 2015; Moreno et al., 2007; 
Johnson et al., 1997). Estudios previos indican que esta bacteria pierde su capacidad 
de cultivo en contacto con cloro durante periodos de tiempo cortos (1-5 min), aunque 
permanece en estado VNC (Moreno et al., 2007).  
 
En la actualidad, más del 50% de la población mundial está infectada con H. 
pylori. Se han destacado varios factores de riesgo relacionados con las condiciones 
socioeconómicas e higiénico sanitarias de las poblaciones, incluyendo: practicas 
inadecuadas de higiene durante la infancia, hacinamiento familiar, ausencia de agua 
potable, ausencia de instalaciones para la recogida y tratamiento de aguas residuales 
y el manejo inapropiado de alimentos (Vale y Vitor, 2010; Nouraie et al., 2009). La 
tasa de infección en los países en vía de desarrollo varía entre 80 y 90%, mientras 
que esta tasa disminuye a un rango entre 30 y 50% en los países desarrollados. La 
prevalencia de infección en niños presenta una gran variabilidad, con tasas entre 60 
y 70% en países de Asia, África y América Latina y menos de 10% en países 
desarrollados de Europa (Carter et al., 2012; Travis et al., 2010).  En los países 
latinoamericanos llega a 90%; en Colombia la prevalencia de la infección es alta, 
siendo en la población mayor de 20 años del 86% y en niños cercana a 75% (Moncayo 
et al., 2006).  
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En Colombia hay muy pocos estudios que demuestren la presencia de H. 
pylori en ambientes acuáticos. Goodman et al. (1996), en su estudio en Aldana 
(Nariño), concluyeron que las tasas de infección por H. pylori eran más altas en 
grupos de niños que utilizaban los arroyos sin tratamiento como fuente de agua de 
consumo. Cuervo et al. (2017) evaluaron 194 muestras de agua potable y biopelículas 
tomadas en instituciones educativas de la ciudad de Medellín (Antioquia), 
encontrando que la frecuencia de ADN de H. pylori fue del 2.1% y la detección por 
cultivo fue de 11.3%, tanto en agua como en biopelículas.  
 
El Instituto Nacional de Salud (INS) es la institución colombiana encargada de 
realizar la evaluación anual de la calidad del agua para consumo humano que recibe 
la población del país. Según la legislación colombiana, en el Decreto 1594 de 1984 
(Ministerio de Medio Ambiente, 1984) se establecen las características fisicoquímicas 
y microbiológicas que debe cumplir el agua que va a ser usada para potabilización. 
Este Decreto hace referencia a la evaluación de los coliformes totales en las aguas 
superficiales que entren a un tratamiento de potabilización convencional. Para el agua 
apta para consumo humano se cuenta con las directrices de la Resolución 2115 de 
2007 (Ministerio de Salud, 2007). Para esto se han estipulado 5 niveles de riesgo 
basados en los resultados del análisis de parámetros fisicoquímicos y microbiológicos 
(coliformes totales y E. coli). En el informe presentado por el INS en el año 2015 se 
reportó que solamente el 10% de la población colombiana recibe agua sin riesgo, el 
26.6% en nivel riesgo bajo, el 46.7% en nivel de riesgo medio y el 16.7% en niveles 
riesgo alto para los parámetros establecidos en la Resolución 2115 de 2007 (INS, 
2015).  
 
Una planta de tratamiento de agua potable es una secuencia de operaciones 
o procesos unitarios, cuyo fin es eliminar totalmente cualquier contaminante que 
pueda afectar la salud humana. El tratamiento convencional implica los siguientes 
procesos: coagulación y floculación, sedimentación, filtración y desinfección. La 
desinfección elimina o inactiva microorganismos causantes de enfermedades. Frente 
a la dificultad del análisis de los patógenos en agua la alternativa es usar 
microrganismos indicadores de contaminación fecal como: coliformes totales, 
coliformes fecales y E. coli, que son sencillos, fáciles y económicos de identificar 
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(Formaselect, 2007; Hill, 2006). En el caso de H. pylori en sistemas convencionales 
de tratamiento, en la actualidad no se cuenta con información previa, siendo por tanto 
fundamental a estudiar qué pasa cuando se captan aguas contaminadas para 
potabilizar y si el análisis de coliformes totales y E. coli son indicadores de la presencia 
de H. pylori.  
 
Hasta la fecha no existe un método estándar para detectar H. pylori en 
muestras ambientales. El uso de métodos no estandarizados complica las 
comparaciones entre los estudios. Además, la precisión de los resultados varía de 
acuerdo con la sensibilidad y especificidad de los métodos de detección empleados. 
 
 Tomando como base lo anteriormente descrito, este trabajo se centró en la 
detección e identificación de células viables de H. pylori en agua en la ciudad de 
Bogotá (Colombia). Concretamente, se buscó su presencia en 2 tipos de matrices 
acuáticas: agua cruda (agua de entrada a las plantas de tratamiento para potabilizar) 
y agua potable (agua después del tratamiento de potabilización). Debido a la 
complejidad de las muestras y a la falta de un protocolo estandarizado para la 
detección de H. pylori, las aguas se analizaron mediante cuatro técnicas, con el fin de 
obtener la máxima eficacia en la detección. Se utilizó el método tradicional de cultivo 
en placa y tres técnicas moleculares, la técnica de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa convencional (PCR), la técnica de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa a Tiempo Real (q-PCR) y la técnica de Hibridación in situ con Sondas 
Fluorescentes (FISH).  
 
Este estudio tiene como finalidad esclarecer la posible transmisión de H. pylori 
mediante el agua y su potencial resistencia a los sistemas de desinfección utilizados 
en el tratamiento del agua potable. El estudio de la presencia de H. pylori en el agua 
cruda queda justificado, ya que una de las plausibles vías de trasmisión del patógeno 
es fecal-oral (Aziz et al., 2015; Goh et al., 2011). En el caso de agua potable, es de 
suma importancia la determinación de la presencia de H. pylori en la misma, ya que 
esta podría ser fuente de contaminación directa por ingestión continuada. Del mismo 
modo, el estudio de la cuantificación de los indicadores de contaminación fecal tanto 
en agua cruda como potable, permite evaluar la eficacia del sistema de tratamiento 
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en la eliminación de bacterias indicadoras y su relación con la presencia o eliminación 
de patógenos como H. pylori y así mismo, determinar la resistencia de H. pylori a los 
desinfectantes comúnmente usados para el tratamiento del agua potable. 
 
Dada la dificultad en el cultivo de H. pylori a partir de muestras ambientales, 
diversos autores han intentado mejorar los medios de cultivo y permitir un mejor 
aislamiento de la bacteria, sobre todo en muestras muy contaminadas, como es el 
caso de aguas o alimentos (Chomvarin et al., 2017; Ranjbar et al., 2016; Moreno y 
Ferrús, 2012; Fernández et al., 2006). A pesar de todas las modificaciones realizadas 
durante los últimos años en los medios de cultivo, en la actualidad no existe ningún 
medio óptimo para el aislamiento de H. pylori en muestras ambientales, ya que la 
microbiota acompañante enmascara la presencia de colonias características del 
patógeno.  
 
En este trabajo se evaluaron tres diferentes medios de cultivo para el 
aislamiento de H. pylori, a partir de diferentes bases: Agar Brucella BBLTM 
suplementado con 5% de sangre de caballo desfibrinada, 0,2% de DENT y 0,4% de 
Isovitalex (Navarro et al., 2007), Agar HP (Degnan et al., 2003) y Agar HP 
suplementado con ácido nalidíxico, sulfato de estreptomicina y kanamicina, con el fin 
de reducir o eliminar la microbiota acompañante presente en las muestras. Tras la 
evaluación de estos medios de cultivo en muestras artificialmente inoculadas con 
células de H. pylori, fue el agar Brucella suplementado (ABS) el que generó los 
mejores porcentajes de recuperación de la bacteria. Diversos autores han utilizado 
medios de cultivo suplementados con 5% de sangre de caballo desfibrinada para la 
detección y aislamiento de H. pylori en muestras ambientales (Gião et al., 2011; 
Queralt y Araujo, 2007). Joo et al. (2010) evaluaron la técnica de cultivo liquido de 
capa fina para el crecimiento de H. pylori utilizando diversos medios de cultivo, 
encontrando que el caldo Brucella suplementado con 10% de sangre de caballo 
presentaba los mejores resultados.  Buck y Oliver (2010) utilizaron el agar Brucella 
suplementado con 5% de sangre de oveja desfibrinada y antibióticos para el cultivo 
de H. pylori a partir de muestras de vegetales en un ensayo in vitro.  
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Una de las limitaciones para cultivar y aislar H. pylori a partir de agua potable 
es la baja concentración en la que se puede encontrar, por lo que es fundamental 
conseguir la máxima eficiencia en la recuperación de la bacteria en el procesado de 
concentración de la muestra original. En este estudio, se evaluaron diferentes 
estrategias de concentración y cultivo para la recuperación de H. pylori de las 
muestras de agua cruda y potable en las 3 plantas potabilizadoras evaluadas.   
 
Como se esperaba una baja concentración de células de H. pylori en el agua 
potable, se usaron dos estrategias para conseguir una detección más efectiva del 
patógeno. La primera fue el uso del método “hisopo de Moore” para la toma y 
concentración de la muestra, y la segunda fue un paso de enriquecimiento que se le 
realizó al eluido obtenido del hisopo. El uso del hisopo ha demostrado ser un método 
muy útil para aislar Vibrio cholerae y bacterias entéricas de aguas poco contaminadas 
(McEgan et al., 2012), así como para detección de Salmonella en aguas superficiales 
y de fuentes (Fernández-Escartin et al., 2002), E. coli O157 de suelos y aguas (Ogden 
et al., 2001) y V. cholerae de aguas residuales (Rai et al., 2012). Fernández et al. 
(2003) mostraron que la concentración de las muestras usando el “hisopo de Moore” 
produjo un 24.3% de muestras positivas para Campylobacter en comparación con el 
7.2% de muestras positivas obtenidas por el método de filtración. Mediante esta 
técnica se obtuvo un mayor número de muestras positivas para H. pylori en el agua 
potable con respecto al agua cruda, probablemente debido al uso del “hisopo de 
Moore” para concentración de la muestra, el enriquecimiento previo de las muestras 
o ambos, y adicional a esto, el hecho de que en el agua potable se encuentra menos 
interferencia por presencia de microbiota acompañante.  
 
En este estudio, para la concentración de H. pylori a partir de muestras de 
agua cruda y potable se utilizaron dos técnicas. La centrifugación, cuyo objetivo es 
concentrar las células de H. pylori presentes en las muestras de agua, ha sido una 
estrategia de concentración de la bacteria ampliamente utilizada tanto en aguas 
superficiales, como residuales, marinas y potables (Tirodimos et al., 2014; Moreno y 
Ferrús, 2012; Nayak y Rose, 2007; McDaniels et al., 2005). Por otra parte, la 
separación inmunomagnética (SIM) consiste en la asociación de perlas magnéticas 
sensibilizadas con un anticuerpo monoclonal de adherencia a la superficie de H. 
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pylori, para facilitar el aislamiento de la bacteria y como método de pretratamiento 
para la PCR, ya que permite remover inhibidores de la PCR y una mejor detección de 
H. pylori en muestras de agua (Fernández-Delgado et al., 2008; Lu et al., 2002; Enroth 
y Engstrand, 1995). Tomando como base el trabajo de Enroth y Engstrand (1995), el 
método de concentración por SIM fue aplicado a las muestras tanto de agua cruda 
como potable después de su concentración por centrifugación. Este paso permite no 
solo recuperar H. pylori en función de sus propiedades inmunológicas, sino también 
eliminar sustancias contaminantes presentes en las muestras que pueden interferir 
con las técnicas de detección. 
 
Así mismo, para la detección de H. pylori por cultivo se evaluaron 3 estrategias 
diferentes para cada tipo de matriz analizada. Para el agua cruda se realizó, 1) 
siembra directa a partir del sedimento obtenido por centrifugación resuspendido en 
PBS 1X, 2) siembra directa a partir del concentrado de SIM y 3) siembra del sedimento 
resuspendido en PBS 1X obtenido después del periodo de enriquecimiento. El análisis 
del agua potable se realizó, 1) siembra directa a partir del sedimento obtenido por 
centrifugación después del enriquecimiento, 2) siembra a partir del concentrado de 
SIM y 3) filtración por membrana de la muestra enriquecida.  
 
Para evaluar el sistema de filtración, se realizó la evaluación de dos 
membranas de filtración de tamaño de poro diferente, encontrando que el filtro de 
tamaño de poro de 0.22 µm era el que proporcionaba una mejor recuperación de la 
bacteria. Flores-Encarnacion et al. (2015) utilizaron membranas de filtración de 
tamaño de poro de 0.22 µm para concentración de la bacteria a partir de muestras de 
agua de redes de distribución, obteniendo detección de H. pylori por PCR en el 44% 
(14/32) de las muestras analizadas. Al-Sulami et al. (2012) evaluaron muestras de 
agua potable de Basrah (Iraq) para detectar H. pylori por cultivo y PCR, las muestras 
fueron filtradas utilizando membranas de 0.22 µm de tamaño de poro, sembradas en 
agar urea Columbia modificado y confirmadas por pruebas bioquímicas, subcultivado 
en agar HP y coloración de Gram, encontraron un 1.2% (6/471) de muestras positivas. 
El-Sharouny et al. (2015) en su estudio analizaron muestras de aguas superficiales y 
potables de Egipto y obtuvieron un 3.9% (2/51) de muestras positivas por cultivo 
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utilizando filtros de 0.5 µm de tamaño de poro para la concentración de la muestra; 
estos resultados fueron confirmados por PCR. 
 
La estrategia de siembra a partir del concentrado obtenido por SIM se aplicó 
a las muestras de agua cruda y potable. Sin embargo, esta estrategia no fue tan 
efectiva como se esperaba, y mostró el menor porcentaje de recuperación de las 3 
estrategias de cultivo evaluadas: en el agua cruda 5.2% (8/155) y en agua potable 
7.1% (11/155). Este hecho podría deberse a la baja concentración de células de H. 
pylori en las muestras, según los resultados obtenidos por qPCR, y a que 
probablemente estaban en la forma VNC; también el bajo porcentaje de unión de las 
perlas a la bacteria puede deberse a su estado morfológico, dado que, en función de 
su fisiología, la composición de los antígenos de membrana puede cambiar. Lu et al. 
(2002) obtuvieron 2 aislamientos de H. pylori a partir de 132 muestras de aguas 
residuales municipales no tratadas usando el método de SIM para concentrar las 
muestras. Enroth and Engstrand (1995) concluyeron que el límite de detección por 
cultivo de células de H. pylori en muestras de agua inoculadas es de 104 bacteria/mL. 
Así mismo, Nilsson et al. (1996) determinaron el límite de detección de esta técnica 
en 104 cells/mL en heces inoculadas.   
 
De igual forma, para el análisis de muestras de agua cruda en este estudio se 
aplicó un paso de enriquecimiento, pero en estas muestras el porcentaje de 
resultados positivos fue mucho más bajo que el obtenido por siembra directa a partir 
del sedimento resuspendido en PBS 1X después de la centrifugación. Esto podría 
deberse al crecimiento masivo de la microbiota competitiva en las muestras, debido 
a la falta de especificidad del caldo de enriquecimiento (Fernández et al., 2007) 
 
De las estrategias evaluadas para la detección por cultivo de H. pylori a partir 
de las muestras de agua, en el agua cruda el método más efectivo fue la siembra 
directa de 0.1 mL de la suspensión en PBS 1X obtenida de la centrifugación de la 
muestra. Janzon et al. (2009) utilizaron la estrategia de concentración por 
centrifugación para el análisis de muestras de agua potable y ambiental, pero en sus 
resultados no detectaron H. pylori. Moreno y Ferrús (2012) utilizaron el método de 
concentración por centrifugación para el cultivo de muestras de agua residual, 
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obteniendo 13.3% (6/45) de muestras positivas para H. pylori por cultivo confirmados 
por PCR y posterior secuenciación del fragmento amplificado. 
 
En el agua potable el método más efectivo para la recuperación de H. pylori 
fue el de filtración por membrana (tamaño de poro 0.22 µm) de la muestra enriquecida. 
Santiago et al. (2015) utilizaron el método de filtración por membrana y un 
enriquecimiento previo para el cultivo de H. pylori a partir de agua potable, y 
obtuvieron un 2.4% (1/24) de muestras positivas tras la confirmación por métodos 
moleculares.  
 
Cuervo et al. (2017), en un estudio en muestras de agua potable, detectaron 
un 11.3% de muestras positivas utilizando una metodología de cultivo por siembra a 
partir de la muestra enriquecida después de la centrifugación, pero sus datos se 
basaron sólo en confirmación de las colonias por pruebas bioquímicas (catalasa, 
ureasa y oxidasa). En este trabajo se realizó una verificación inicial de los cultivos 
presuntivos de H. pylori por estas mismas 3 pruebas bioquímicas y se obtuvo un alto 
porcentaje positivos (61-65%), por lo que todos los cultivos presuntamente positivos 
se confirmaron por métodos moleculares, determinando así que la sola confirmación 
de cultivos presuntivos de H. pylori por estas 3 pruebas bioquímicas arroja un alto 
porcentaje de falsos positivos.  
 
En este estudio, en el agua cruda se detectaron células cultivables de H. pylori 
en el 16.8% (26/155) de las muestras analizadas y en el agua potable en el 19.4% 
(30/155) de las muestras. Anteriormente se había conseguido muy pocas veces el 
cultivo de H. pylori a partir de este tipo de muestras. Por ejemplo, Al Sulami et al. 
(2012) aislaron H. pylori en el 2% de 198 muestras de agua potable analizadas. 
Santiago et al. (2015) lograron cultivar H. pylori de una muestra de 24 aguas potables, 
lo que confirma que H. pylori cultivable puede estar presente en los sistemas de 
distribución de agua potable. 
 
A pesar de que en nuestro estudio se logró el cultivo de H. pylori a partir de 
muestras de agua cruda y potable, no se consiguió la obtención de colonias aisladas 
de la bacteria a partir de ninguna de ellas, aunque sí se pudo identificar en los cultivos 
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mixtos la presencia de H. pylori mediante FISH y PCR con posterior secuenciación 
del gen vacA.  
 
La técnica FISH se utilizó para la identificación definitiva de colonias 
presuntivas en los cultivos mixtos. También permitió observar la morfología de las 
células de H. pylori presentes en el agua. Este método resultó ser muy eficaz para la 
identificación de H. pylori en las colonias, puesto que no requirió de una resiembra y 
posterior identificación bioquímica para confirmar su presencia. El uso de esta técnica 
podría reducir el tiempo empleado para la posterior purificación e identificación de 
colonias y generar resultados incluso cuando hay presencia de microbiota 
acompañante y la purificación no es posible, como en el caso de las muestras 
ambientales. Además del estudio actual, pocos grupos han logrado detectar H. pylori 
en muestras de agua no inoculadas utilizando el método FISH (Braganca et al., 2007; 
Piqueres et al., 2006; Moreno et al., 2003a). La detección de H. pylori por FISH puede 
permitir un análisis rápido de muestras de agua potable y ambientales, mejorando así 
su seguridad y calidad, y contribuyendo a dilucidar el papel del agua contaminada con 
materia fecal en la transmisión de la infección por H. pylori (Moreno et al., 2003a).  
 
El hecho de haber optimizado un protocolo para cultivar e identificar H. pylori 
a partir de muestras ambientales es un resultado de gran relevancia, debido a la 
dificultad que presenta su aislamiento. Cabe resaltar que en nuestro estudio todos los 
aislamientos de H. pylori obtenidos tanto de agua potable como cruda se confirmaron 
por secuenciación por el método de Sanger. Para ello se escogió el gen polimórfico 
vacA, que se encuentra en todas las cepas de H. pylori y está altamente conservado 
en la bacteria, utilizando la secuencia de iniciadores diseñados por Nilsson et al. 
(2002). 
 
Un resultado a destacar de este estudio, es que no sólo se logró demostrar la 
viabilidad de H. pylori por el método de cultivo a partir de muestras de agua cruda y 
potable, sino que, además, se realizó la genotipificación de los cultivos positivos, 
dando así una visión de las características genotípicas y de virulencia de las cepas 
presentes en las muestras ambientales de la ciudad de Bogotá. En los 74 cultivos 
positivos de H. pylori detectados en agua cruda y potable, se encontró que el genotipo 
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más prevalente es ureA,cagA-,glmM,vacAs1/m1 en 43.2% (32/74) de los cultivos 
positivos. Se ha descrito que las cepas que tienen el genotipo vacAs1/m1, que 
produce la toxina vacuolizante, causan mayor daño celular (Hemmatinezhad et al., 
2016).  
 
Así mismo, el gen cagA se detectó en el 4% (3/74) de los cultivos positivos. 
Este gen codifica la proteína CagA, que confiere características patógenas a las 
cepas que lo contienen: las cepas cagA+ se asocian con mayor inducción de 
interleukina 8 (IL-8) en el epitelio y mayor riesgo de producir úlcera péptica, gastritis 
atrófica y cáncer (Hemmatinezhad et al., 2016; Keilberg y Ottermann, 2016). La 
presencia de cepas cagA+ en muestras clínicas se asocia con síntomas graves, como 
gastritis severa, atrofia de la mucosa, alto riesgo de úlcera y cáncer gástrico 
(Chromvarin et al., 2008).  
 
La detección e identificación de patógenos mediante PCR en muestras 
ambientales depende en gran medida de la especificidad de los iniciadores utilizados 
en la reacción de amplificación (Girones et al., 2010). Para la detección y 
genotipificación de H. pylori a partir de las muestras de agua cruda y potable, se 
utilizaron los mismos genes que para los cultivos: ureA y glmM para la detección, y 
cagA y vacA para la determinación de genotipos marcadores de virulencia.  
 
En primera instancia se utilizaron los iniciadores para la amplificación del gen 
ureA descritos por Moreno et al. (2003a) y Twing et al. (2011). Este gen codifica para 
la ureasa A, que es un factor importante de mantenimiento y virulencia de la bacteria 
en la mucosa gástrica (Otteman y Lowenthal, 2002) y está presente en el 100% de 
las cepas. Diversos estudios realizados a nivel mundial han utilizado este gen para 
detección de H. pylori en muestras ambientales (Cuervo et al., 2017; Queralt et al., 
2005; Moreno et al., 2003a). Sin embargo, la utilización sólo de este gen para 
detección de H. pylori en muestras de agua puede generar falsos positivos, dado que 
es un gen que está presente en una amplia variedad de especies bacterianas que son 
frecuentes en el agua (Solomon et al., 2007). La amplificación de este gen fue positiva 
en en el 38.7% (60/155) de las muestras de agua cruda y en el 38.7% (60/155) de las 
muestras de agua potable analizadas. De todas estas muestras, por secuenciación 
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del gen vacA, sólo se confirmaron como H. pylori positivo el 22.6% (35/155) y 27.1% 
(42/155) de las muestras de agua cruda y potable respectivamente, por lo que el resto 
se consideraron falsos positivos. 
 
En este estudio también se amplificó el gen glmM, esencial para el desarrollo 
de la pared celular bacteriana, así como para el crecimiento del microorganismo (De 
Reuse et al., 1997), y que ha sido ampliamente utilizado para confirmar la presencia 
de H. pylori en diferentes muestras, especialmente muestras clínicas. Lu et al. (1999) 
consideran que el gen glmM es un marcador más sensible y específico que ureA para 
la detección de H. pylori. Córdova-Espionoza et al. (2011) utilizaron los genes glmM 
y ureA en muestras de aislamientos clínicos de H. pylori obtenidos a partir de biopsias 
de pacientes pediátricos infectados. Montero-Campos et al. (2015) optimizaron la 
técnica de qPCR para la detección de H. pylori en muestras de agua potable 
provenientes de 2 países de centro América, utilizando el gen glmM como marcador. 
Sin embargo, en nuestro estudio este gen se detectó en menos muestras que ureA: 
el 11% (17/155) de las muestras de agua cruda y en el 7.7% (12/155) de las muestras 
de agua potable analizadas. Todas las muestras de agua positivas para glmM lo 
fueron también para la amplificación y secuenciación del gen vacA. 
 
En este estudio, tan sólo el 13% (10/77) de las muestras positivas para H. 
pylori presentaron el gen cagA: el 2.6% (4/155) de las muestras de agua cruda y el 
3.9% (6/155) de las muestras de agua potable analizadas. Estos resultados están 
acordes con los bajos porcentajes de cepas cagA+ de los cultivos.  El resultado del 
estudio de Shahamat et al. (2006) sugiere que, durante la conversión a la forma 
cocoide, algunas cepas de H. pylori pierden total o parcialmente la proteína CagA. 
Este fenómeno también fue observado por Carbone et al. (2005), quienes detectaron 
el gen cagA en el 19.4% (7/36) muestras ambientales.  
 
Al analizar las muestras de agua, se encontró que el genotipo vacA s1/m1, 
que causa mayor daño celular y se asocia a un riesgo 3,5 veces mayor de desarrollar 
cáncer, estaba presente en el 17.7% de las muestras de agua analizadas (55/310). 
 
 132 
Teniendo en cuenta las características físico-químicas, la carga de materia 
orgánica y los altos niveles de contaminación de origen fecal e industrial que 
caracteriza el agua de entrada (cruda) de la PTAP 1, se esperaba un alto porcentaje 
de detección de H. pylori en las muestras, pero en esta planta se ha encontrado el 
porcentaje más bajo de detección (15,1%), lo cual podría deberse a la presencia de 
sustancias inhibidoras de la PCR. Estos resultados se corroboran con el trabajo 
publicado por Abdolkazem et al. (2015) y Queralt y Ararujo (2007), quienes 
concluyeron que las muestras de aguas ambientales presentan inhibidores que 
afectan a la eficacia del método de PCR para la identificación de H. pylori.  
 
Tras los resultados obtenidos mediante la PCR convencional se realizó el 
análisis para la detección y cuantificación de H. pylori en las muestras de agua y 
cultivos obtenidos a partir de las mismas mediante la técnica de qPCR, utilizando los 
iniciadores del gen vacA propuestos por Nilsson et al. (2002). Este gen fue escogido 
porque está presente en todas las cepas de H. pylori y se encuentra una solo copia 
del gen en el cromosoma de H. pylori, por lo que 1 unidad genómica (UG) equivale a 
1 célula de la bacteria (Bernard et al., 2005). Los resultados confirmaron una mayor 
especificidad de la qPCR frente a la PCR convencional, puesto que todas las 
muestras en las que se detectó la presencia de H. pylori fueron confirmadas por 
secuenciación, sin presentar ningún falso positivo. Para detectar pequeñas 
concentraciones de un patógeno, generalmente es necesario concentrar grandes 
volúmenes de agua, lo que puede conducir a la concentración simultánea de 
inhibidores de la qPCR (Moreno et al., 2003b). Sin embargo, los controles de 
inhibición incluidos en nuestro análisis indicaron que las muestras parecen no 
contener sustancias inhibidoras que interfieren con la reacción de la qPCR. 
 
El análisis de las muestras de agua por la técnica de qPCR determinó la 
presencia de H. pylori en 35 de 155 muestras de agua cruda (22.6%) y 42 de 155 
muestras de agua potable (27.1%). La concentración de células de H. pylori solo se 
pudo cuantificar en 13 (8.4%) muestras de agua cruda, con concentraciones entre 
1,28x101 y 4,69x102 unidades genómicas (UG)/reacción, lo que significa niveles de 
102 a 103 células de H. pylori/mL en estas muestras de agua. Para las muestras de 
potable, aunque se logró cuantificar la cantidad de células en 20 de ellas (12.9%). 
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Hsay que considerar, sin embargo, que estos resultados no representan el nivel real 
de contaminación de las aguas, ya que el método de muestreo incluía un paso de 
preenriquecimiento. 
 
Aunque la técnica de qPCR se ha usado previamente para detectar H. pylori 
en el agua potable en Estados Unidos (McDaniels et al., 2005) y en agua potable o 
aguas residuales regeneradas en España, Costa Rica y Japón (Montero-Campos et 
al., 2015; Santiago et al., 2015; Yáñez et al., 2009; Horluchi et al., 2001), según 
nuestro conocimiento, ningún estudio ha reportado con éxito la detección de H. pylori 
por qPCR en agua de entrada (cruda) y salida (potable) de diferentes plantas de 
tratamiento de agua potable. Nuestros resultados muestran que la PCR y qPCR son 
más sensibles que el cultivo para determinar la presencia de H. pylori en muestras de 
agua. Este hallazgo puede estar relacionado con el hecho de que la PCR y qPCR no 
diferencia entre células viables, viables no cultivables (VNC) y no viables. 
 
Se ha sugerido que H. pylori persiste en el medio ambiente en forma cocoide 
viable pero no cultivable (Nayak y Rose, 2007; Saito et al., 2003), por lo que la 
capacidad infectiva de H. pylori en condiciones ambientales sigue generando 
controversia. Wang et al. (2004) mostraron que la secuencia del gen vacA y su 
expresión en las formas cocoides coincide con la de las formas helicoidales de H. 
pylori.  Algunos autores han detectado únicamente la presencia de ADN de H. pylori, 
pero no de células cultivables, en el agua potable (Khan et al., 2012; Watson et al., 
2004). Santiago et al. (2015) utilizaron técnicas específicas como PMA-qPCR y DVC-
FISH para detectar células viables de H. pylori en muestras de agua potable. Sus 
resultados mostraron la presencia de células viables de H. pylori, que no pudieron ser 
detectadas por cultivo, en el 25% de las muestras.  
 
Este estudio, no solo demuestra la presencia de H. pylori en el agua potable 
en una etapa viable y cultivable, sino que también muestra que el tratamiento del agua 
en las plantas de potabilización no es totalmente efectivo para eliminar H. pylori. 
Nuestros resultados muestran que H. pylori está presente (27.1%) y viable (19.4%) 
en muestras de agua potable incluso después de la cloración. Estudios previos han 
descrito que H. pylori pierde su capacidad de cultivo en contacto con el cloro durante 
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cortos períodos de tiempo (1-5 min), aunque sigue siendo potencialmente patógeno 
en el estado VNC (Moreno et al., 2007). Nuestros hallazgos confirman que H. pylori 
puede sobrevivir a las prácticas de desinfección comúnmente utilizadas en las plantas 
de tratamiento de agua potable (Santiago et al., 2015; Johnson et al., 1997). 
 
La Agencia para la Protección Ambiental de los Estados Unidos, ha incluido a 
H. pylori dentro de la lista de candidatos contaminantes del agua (CCL), con el fin de 
incorporar su control a la legislación que rige la normativa de control ambiental de 
patógenos (USEPA, 2004). Sin embargo, en el agua potable se dispone de datos 
limitados sobre la presencia de H. pylori y el tipo de tratamiento del agua potable, por 
lo que aún no se ha llevado a cabo una evaluación cuantitativa del riesgo microbiano 
(“QMRA”, por sus siglas en inglés) formal para H. pylori en el agua (Ryan et al., 2014), 
probablemente por la baja concentración en la que se detecta. Por el momento, H. 
pylori permanece como candidato a la espera de obtener un método estandarizado 
para su detección e identificación en muestras ambientales. 
 
En la última parte de este trabajo se trató de determinar si existe relación entre 
la presencia de H. pylori en el agua y los indicadores de contaminación microbiológica, 
así como los parámetros físico-químicos comúnmente analizados en las aguas. 
 
Clostridium sp. se ha propuesto como indicador de la presencia de quistes de 
Giardia y ooquistes de Cryptosporidum en muestras ambientales, gracias a la 
formación de esporas que tendrían un comportamiento similar a las estructuras de 
resistencia de estos parásitos (Cheng et al., 2012; Harwood et al., 2005; Ferguson et 
al., 1996; Payment y Franco, 1993). Teniendo en cuenta las formas de resistencia 
que presenta H. pylori en las muestras ambientales y que su comportamiento puede 
variar en relación a los indicadores tradicionales de contaminación fecal (coliformes 
totales y E. coli), en el presente estudio se evaluó la presencia de esporas de 
Clostridium sulfito reductor como posible indicador de la presencia de H. pylori en 
aguas crudas y potables.  
 
Los valores de la concentración promedio de los coliformes totales en las tres 
plantas de potabilización evaluadas se encontraban dentro de los valores máximos 
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permitidos por el Decreto 1594 de 1984 (2 x 104 ufc/100mL); sólo el valor máximo de 
la PTAP 1 sobrepasó los limites propuestos por la normatividad colombiana.  
 
Se encontró una mayor concentración del grupo de los coliformes totales en 
comparación con las esporas de Clostridium sulfito reductor. Bisson y Cabelli (1980), 
reportan que la concentración de esporas de Clostridium spp., en comparación a la 
concentración de E. coli, siempre será menor cuando se evalué en el agua, y es lo 
encontrado en las muestras de agua cruda que entra a las PTAP 1 y 3; en el caso del 
agua que entra a la PTAP 2, sin embargo, se ha encontrado que la concentración de 
esporas de Clostridium sulfito reductor es mayor que la de E. coli.  
 
La PTAP 1 es la que muestra mayor concentración promedio de los tres 
indicadores. Esto se debe probablemente a que el agua de captación de esta planta 
pertenece a la dársena a la que llega el agua del río Bogotá, uno de los ríos más 
contaminados de Colombia. Las concentraciones de los indicadores de 
contaminación fecal en el río Bogotá son reflejo de los constantes vertidos de aguas 
residuales que recibe a lo largo de su recorrido. Sin embargo, cabe resaltar que los 
valores del agua de entrada de la planta son más bajos que los encontrados en el río 
Bogotá propiamente, ya que antes de entrar al sistema de tratamiento, el agua se 
mezcla con agua de la dársena y permanece allí por varios días favoreciendo la 
disminución de la concentración de los microorganismos por acción de la 
sedimentación, rayos ultravioletas, cambios de pH y otros factores ambientales 
(Campos et al., 2008). 
  
La PTAP 3 fue la que presentó menor concentración de los tres 
microorganismos indicadores. Esto puede deberse a que el agua proviene en mayor 
porcentaje del páramo de Chingaza, lo que permite diluir la carga microbiana que 
presenta el río Teusacá cuando se mezcla. Esta dilución se da una vez los dos 
cuerpos de agua entran en contacto en el embalse de San Rafael. 
 
Los resultados obtenidos de la cuantificación de los indicadores de 
contaminación fecal en el agua potable cumplen con los valores propuestos en la 
Resolución 2115 de 2007, la cual establece las características microbiológicas del 
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agua apta para consumo humano, en donde los valores máximos aceptables para 
coliformes totales y E. coli debe ser 0 o <1 ufc/100mL, utilizando la técnica de filtración 
por membrana.  
 
Existen datos limitados sobre la asociación de indicadores de transmisión 
hídrica y la presencia de H. pylori. Braganca et al. (2005), al igual que Baker y Hegarty 
(2001), en sus trabajos con biopelículas, han demostrado que H. pylori es más 
resistente a la cloración que E. coli. Hegarty et al. (1999) no encontraron correlación 
entre la presencia de ADN de H. pylori en el agua de consumo y la presencia de E. 
coli, sugiriendo que este indicador falla cuando se utiliza como único criterio de 
potabilidad del agua. Nuestro análisis estadístico también mostró que no existe ningún 
tipo de relación directa entre los indicadores de contaminación fecal evaluados y la 
presencia de H. pylori en el agua cruda ni potable analizada. Esto sugiere que la 
presencia de H. pylori en las muestras de agua no puede ser evaluada mediante la 
detección de las bacterias indicadoras de contaminación fecal tradicionales y que las 
variaciones que puedan presentarse en la concentración de coliformes totales, E. coli 
o esporas de Clostridium sulfito reductor no pueden ser tomadas como indicativo para 
suponer la presencia o ausencia de H. pylori en el agua cruda ni potable. 
 
Nuestros resultados, por tanto, resaltan la importancia de realizar controles 
periódicos para la detección de patógenos específicos, dado que el solo control de 
los indicadores de contaminación fecal como E. coli o esporas de Clostridium sulfito 
reductor no son indicativos de la presencia de patógenos de gran relevancia para la 
salud pública como H. pylori.  
 
De igual forma, en este estudio no se encontró ninguna correlación entre la 
presencia de H. pylori y la concentración de los parámetros fisicoquímicos evaluados 
(pH, turbidez, conductividad y cloro residual libre) en el agua. Por tanto, las 
variaciones que puedan presentarse en la concentración de alguno de estos 
parámetros tampoco pueden ser tomadas como indicativo para suponer la presencia 
o ausencia del patógeno en el agua.  
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Los resultados de este estudio demuestran que células viables y cultivables 
de H. pylori están presentes tanto en el agua cruda como en la potable de las plantas 
potabilizadoras analizadas, evidenciando que el agua contaminada podría ser un 
vehículo de trasmisión de este patógeno emergente. Es importante tener en cuenta, 
que la dosis infectante de H. pylori estimada para el ser humado es 104-1010 UFC/L 
(Graham et al., 2004), niveles muy superiores a los encontrados en el agua en este 
trabajo. Se requieren más estudios para determinar la concentración bacteriana 
presente en el agua y, además, estimar su potencial infeccioso, antes de poder 
evaluar si el consumo continuado de agua contaminada con H. pylori a las 
concentraciones encontradas en este trabajo es, o puede llegar a ser, causante de 





















1. La estrategia de cultivo que ofrece los mejores resultados para la detección 
de H. pylori a partir de muestras de agua cruda es la siembra en masa a partir 
de la suspensión del sedimento obtenido por centrifugación. Para el agua 
potable, la técnica más efectiva es la filtración por membrana. 
2. La técnica FISH ha demostrado la presencia de células de H. pylori en los 
cultivos obtenidos a partir del agua, observandose células en forma cocoide y 
bacilar, tanto en agua cruda como potable. 
3. Mediante amplificación por PCR convencional de los genes ureA, glmM y vacA 
se ha detectado ADN de H. pylori en el agua cruda y potable de las 3 plantas 
potabilización. 
4. El genotipo de H. pylori más prevalente en el agua es cagA-, vacA m1/s1.  
5. La técnica de qPCR ha permitido la cuantificación de H. pylori en el 8.4% y 
12.9% de las muestras de agua cruda y potable analizadas. En la mayoría de 
las muestras, sin embargo, los niveles de contaminación por H. pylori se 
encuentran por debajo del límite de cuantificación de esta técnica. 
6. No existe relación entre los indicadores de contaminación fecal evaluados y la 
presencia de H. pylori en el agua cruda. Por tanto, las variaciones que puedan 
presentarse en la concentración de estos indicadores no pueden ser tomados 
como indicativo para suponer la presencia o ausencia de H. pylori en el agua 
cruda. Así mismo, las esporas de Clostridium sulfito reductor demostraron no 
ser un indicador que tenga comportamiento similar a H. pylori. 
7. No se ha encontrado relación entre la turbidez, la conductividad y el cloro 
residual, ni la variación del pH con respecto a la presencia y/o ausencia de H. 
pylori, tanto en el agua cruda como potable. Por tanto, las variaciones que 
puedan presentarse en alguno de estos parámetros no pueden ser tomadas 
al menos en este caso, como indicativo para suponer la presencia o ausencia 
de la bacteria en el agua. 
8. La combinación del método de cultivo con métodos moleculares como PCR, 
FISH o qPCR, parece la más adecuada para abordar la detección, 
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identificación, visualización directa y determinación de la viabilidad de las 
células de H. pylori presentes en muestras altamente contaminadas, como es 
el caso del agua de entrada a las plantas (agua cruda) y de igual forma en 
muestras de agua donde la concentración esperada de H. pylori es muy baja, 
como es el caso del agua potable.   
9. De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone el protocolo combinado 
de cultivo con la técnica de qPCR, utilizado en esta tesis, para el control eficaz 
de la presencia de H. pylori en aguas. 
10. Los resultados de este estudio demuestran que células viables y cultivables 
de H. pylori están presentes tanto en el agua de entrada (cruda) como en la 
de salida (potable) de las plantas potabilizadoras analizadas, evidenciando 
que el agua contaminada podría ser un vehículo de trasmisión de este 
patógeno emergente. Para evaluar el riesgo real al que está expuesto el 
consumidor sería necesario determinar el potencial infeccioso de estas 
células. 
11. Tomando como base los resultados de este estudio, podemos asociar la 
presencia de H. pylori en el agua como un indicador de la calidad del proceso 
en las plantas de tratamiento, dado que la bacteria ha demostrado ser 
resistente a las concentraciones de cloro usadas normalmente en el proceso 
de potabilización. 
12. Los resultados de este trabajo plantean la necesidad de revisar la eficacia de 
los métodos de potabilización aplicados habitualmente al agua, puesto que se 
ha demostrado la capacidad de H. pylori de resistir a los mismos y permanecer 




8. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES 
 
 La detección de H. pylori en muestras de agua es dispendiosa, sin embargo, 
para llevar a cabo este proceso en el agua potable, se sugiere la técnica de 
qPCR, con previa concentración de la muestra usando el “hisopo de Moore” y 
posterior elusión para la extracción del ADN. Y en el caso del agua cruda, se 
sugiere realizar la concentración de la muestra por centrifugación y 
suspensión del sedimento en PBS, para posterior extracción del ADN. 
 
 Se sugiere continuar con estudios de la presencia de H. pylori en redes de 
distribución de agua potable y biopelículas, al igual que en las diferentes 
etapas del proceso de tratamiento de potabilización, para así determinar si 
este patógeno puede servir como control en la calidad del agua. 
 
 Para realizar evaluación del riesgo a la salud pública que puede implicar la 
presencia de H. pylori en el agua potable, se requieren nuevos estudios para 
determinar la dinámica poblacional de la bacteria en el agua, que proporcionen 
estimaciones del número de células y su estado fisiológico (VNC, muertas, o 
viables y cultivables). 
 
 Además, es importante conducir estudios in vitro para determinar la 
infectividad de las cepas de H. pylori encontradas en el agua, y con esto poder 
estimar el riesgo de infección.  
 
 Finalmente, se ha determinado que H. pylori puede cohabitar con amebas y 
zooplancton, los cuales le sirven de protección al proceso de desinfección, 
ayudándolo a sobrevivir con éxito en el agua y potencialmente permitir que se 
transmita a los humanos. La investigación de las interacciones entre H. pylori 
y estos organismos, podría contribuir a la evaluación del posible riesgo de la 
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ANEXO I: Medios de Cultivo 
 
1. Agar Brucella Suplementado 
 
1.1. Agar Brucella BBLTM (Becton Dickinson) 
Composición g/L: 
Componente Concentración (Litro-1) 
Caseína digerida por enzimas pancreáticas 10 g 
Tejido animal digerido por enzimas pépticas 10 g 
Dextrosa 1 g 
Extracto de levadura 2 g 
Cloruro sódico 5 g 
Bisulfito sódico 0.1 g 
Agar bacteriológico 15 g 
 
Resuspender 38.7g en 900 mL de agua destilada y esterilizar a 121°C por 15 min. 
Una vez esterilizado el agar Brucella, se deja enfriar hasta ± 50°C y se adiciona 5% 
Sangre de caballo defibrinada (45 mL), 0,2% de DENT Suplemento (Oxoid, Inglaterra) 
(2 mL) y 0,4% de Isovitalex (Becton Dickinson BBLTM) (3.6 mL), mezclar bien y servir 
en placas de Petri plásticas estériles. 
 
1.2. DENT - Suplemento selectivo para H. pylori (Oxoid SR0147, Inglaterra).  
Presentación por viales. 1 vial es suficiente para 500mL de medio. 
 
Composición por vial 1 vial 1 L 
Vancomicina 5.0 mg 10 mg 
Trimetropina 2.5 mg 5 mg 
Cefsulodina 2.5 mg 5 mg 
Anfotericina B 2.5 mg 5 mg 
 
 173 
1.3. Isovitalex (Becton Dickinson BBLTM) 
Composición: 
Componente Concentración (Litro-1) 
Vitamina B12 0,01 g 
L-glutamina 10,0 g 
Adenina 1,0 g 
Clorhidrato de guanina 0,03 g 
Acido p-aminobenzoico 0,013 g 
Dinucleótido de nicotinamida adenina 0,25 g 
Pirofosfato de tiamina 0,1 g 
Nitrato férrico 0,02 g 
Clorhidrato de tiamina 0,003 g 
Clorhidrato de L-cisteína 25,9 g 
L-cistina 1,1 g 
Dextrosa 100,0 g 
 
2. Agar HP (diseñado por Degnan et al., 2003) 
Composición: 
Componente Concentración (Litro-1) 
Agar bacteriológico* 15 g 
Peptona especial* 10 g 
Extracto de carne* 5 g 
Extracto de levadura* 5 g 
Cloruro de sodio* 5 g 
Rojo de fenol* 100 mg 
Ácido clorhídrico 1N (HCl)** 0.8 mL 
Polimixina B** 3.500 U 
Anfotericina B** 7.5 mg 
Vancomicina** 10 mg 
Trimetoprima** 5 mg 
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Cefsulodina** 5 mg 
Urea** 600 mg 
 
*Estos componentes fueron mezclados junto con el agua (1L) y autoclavados por 
20 minutos a 121°C. y fue atemperado a 50°C. los antibióticos** y la urea** fueron 
adicionados asépticamente en agitación constante. Finalmente, se adicionó el HCl 
para obtener un pH final de 5.7 a 45°C y de 6.0 a 22°C. distribuir el medio en cajas 
de Petri. 
 
3. Caldo Brucella Suplementado BBLTM  
Caldo Brucella BBLTM (Becton Dickinson) 
Composición: 
Componente Concentración (Litro-1) 
Caseína digerida por enzimas pancreáticas 10 g 
Peptona 10 g 
Tejido animal digerido por enzimas pépticas 10 g 
Dextrosa 1 g 
Extracto de levadura 2 g 
L-Arginina 1 g 
Piruvato Sódico 1 g 
Hemina 5 g 
Vitamina K1 0.5 g 
Cloruro sódico 5 g 
Bisulfito sódico 0.1 g 
 
Resuspender 28 g en 1L de agua destilada y esterilizar a 121°C, 15 min. Una vez 
esterilizado el caldo Brucella, se deja enfriar hasta ± 50°C y se adiciona 0,2% de 
DENT Suplemento (Oxoid, Inglaterra) (2 mL/L) y 0,4% de Isovitalex (Becton Dickinson 
BBLTM) (4 mL/L), mezclar bien y alicuotar en frascos estériles. 
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4. Caldo Urea  
Resuspender 1 g de urea (Merck, Alemania, CAS 57-13-6) en 10 mL de agua 
destilada estéril. A parte resuspender 0.001g de rojo de fenol (Merck, Alemania, CAS 
143-74-8) en 10mL de agua destilada estéril. 
 
Para 10 mL de solución de urea, agregar 1mL de la solución de rojo de fenol. 
(Rojo de fenol al 0.01%). 
pH 6.9 Amarillo. 
pH 8.2 Rojo.  
 
5. Agar Chromocult® para coliformes (Merck, Alemania, VM665 126 502)  
Composición: 
Componente  Concentración (Litro-1) 
Peptona 3 g 
Extracto de levadura  2 g 
NaCl  5 g 
NaH2PO4 x 2 H2O  2.2 g 
Na2HPO4  2.7 g 
Piruvato de sodio  1 g 
Sorbitol  1 g 
Triptófano  1 g 
Tergitol® 7  0.15 g 
6-Chloro-3-indoxyl-beta-D-galactopironidasa  0.2 g 
5-Bromo-4-cloro-3-indoxyl-D-ácido glucuronico  0.1 g 
Isopropil-beta-D-tiogalacto pironidasa  0.1 g 
Agar-agar  10  
 
Resuspender 26.5 g en 1000 mL de agua destilada estéril. Calentar bajo 
agitación suave hasta que el medio de cultivo se haya disuelto completamente. No 
autoclavar ni sobrecalentar el medio. Dejar enfriar entre 45-50 °C y agregar el 
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suplemento selectivo E. coli / Coliformes de marca Merck (Numeral 8.2) en 
condiciones asépticas. Servir en cajas de petri pequeñas 60x15mm. Almacenar las 
cajas servidas a 4 (±2) °C protegido de la luz.  
 
Suplemento selectivo E. coli / coliformes 
 
El suplemento E. coli / coliformes-selectivo (Merck, Alemania) es una mezcla 
de dos inhibidores en forma liofilizadas. Compuesto por: 2.5mg de vancomicina y 
2.5mg de cefsulodina.  
 
Resuspender el liofilizado agregando 2 mL de agua destilada estéril en el frasco 
original en condiciones asépticas. Agregar el contenido de un frasco de suplemento 
a 500 mL de medio de cultivo ChromoCult coliform agar listo para servir. 
 
6. Agar SPS - Sulfite Polymyxin Sulfadiazine (Merck, Alemania, VM687 735 
524) 
Composición: 
Componente Concentración (Litro-1) 
Extracto de levadura 10 g 
Hidrolizado pancreático de caseína 15 g 
Citrato férrico 0.5 g 
Sulfito sódico 0.5 g 
Polimixina B sulfato 0,01 g 
Sulfadiacina 0.12 g 
Tioglicolato sódico 0.1 g 
Agar 13.9 g 
 
Resuspender 39.7 g del medio en 1 litro de agua destilada. Mezclar hasta 




ANEXO II: Reactivos y Soluciones 
 
 











KCl           0.22 g 
Agua destilada         1000 mL 
 
Primero disolver los fosfatos y luego el cloruro sódico. Ajustar el pH a 7,2. 
Esterilizar por filtración 0.45 µm o 0.2 µm. 




ANEXO II.2. Soluciones y reactivos para FISH 
 
Fijación de muestras 
 
 PBS 1X. 
 Paraformaldehído (PFA) (Panreac, ref. 141451). 
 
Calentar 65 mL de agua destilada hasta 60ºC. Añadir 4 g de paraformaldehído 
(Panreac, ref. 141451). Adicionar unas gotas de NaOH (5M) para ayudar a la 
disolución del polvo. Quitar de la fuente de calor y añadir 33 mL de PBS 3X. Ajustar 
el pH a 7.2 con CIH. Eliminar los posibles cristales mediante filtración y conservar a 
4ºC durante un máximo de 48 horas, o a -20ºC durante varias semanas. 
 
 Etanol absoluto (Sigma-Aldrich, ref. 24102). 
 
Gelatinización de los portaobjetos 
 
Componente  
Gelatina bacteriológica (Panreac, ref. 403902) 0,1% 
Sulfato potásico cromato (Sigma-Aldrich, ref. C-5926) 0,01% 
 
Calentar previamente el agua destilada hasta 60ºC. Añadir la gelatina y la sal 
de cromato y mantener calentando en agitación hasta la completa disolución. 
Atemperar la solución a unos 45ºC y sumergir en ella los portaobjetos cubiertos con 
teflón (Marienfeld, ref. 9782100). Escurrir los portaobjetos y dejar secar al aire. Secar 
al aire. 
 
Deshidratación de las muestras 
 
 Etanol 50%: 100 mL Etanol absoluto + 100 mL agua destilada. Guardar a 
temperatura ambiente. 
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 Etanol 80%: 160 mL Etanol absoluto + 40 mL agua destilada. Guardar a 
temperatura ambiente. 
 Etanol 100 %: Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a temperatura 
ambiente y a 4ºC para fijación. 
 
Sondas (50 ng/µL) 
 
 Sonda para Eubacterias: EUB338-I, EUB338-II, EUB338-III (Tib Molbiol ®, 
Alemania). 
 Sonda para Helicobacter pylori: HPY-LNA (Exiqon, USA). 
 
Diluir en agua MilliQ la solución madre de sondas marcadas con fluorocromos 
hasta una concentración 50 ng/μl. Tanto la solución madre como la de trabajo se 
almacenan a –20°C en oscuridad. 
 
Tampón de hibridación 
 
Componente Cantidad 
NaCl 5M 360 μl (0,9M) 
HCl-Tris 1M 40 μl (20 mM) 
SDS 10% 2 μl (0,01%) 
Formamida (SIGMA F-7503) X μl (0-50%) 
Agua milliQ completar hasta 2 ml 
 
Mezclar todos los componentes y añadir en último lugar el SDS 10%. 
Completar hasta 2 ml y agitar. 
 
Tampón de lavado 
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Componente  Cantidad 
NaCl 5M* (9000-100 μl) 
HCl-Tris 1M 1000 μl 
SDS 10% 50 μl 
EDTA 0,5M** 500 μl 
Agua milliQ completar hasta 50 ml 
 
* La concentración de NaCl depende de la concentración de formamida en el tampón 
de hibridación. 
** Solo se añade en caso de que el tampón de hibridación contenga un 20% de 
formamida o más. 
 
%Formamida 
(Tampón de hibridación) 
µL de NaCl 0.5M 








1. NaCl 5M 
 
Componente Cantidad 
Cloruro de sódico (NaCl) 292.2g 
Agua destilada 1000 mL 
 
Disolver el NaCl en 800 mL de agua destilada y ajustar el volumen hasta 1 litro. 
Esterilizar en autoclave 121ºC durante 15 minutos y por filtración. 
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2. Tris-HCl 1M (pH 8.0) 
 
Componente Cantidad 
Tris Base 121.1g 
HCl 42 mL 
Agua destilada Hasta 1000 mL 
 
Pesar el Tris Base y añadir a 800 mL de agua destilada. Añadir 42 mL de HCl 
concentrado y completar hasta 1000 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave 
121ºC durante 15 minutos y por filtración. 
 
3. SDS 10% 
Componente Cantidad 
SDS 10g 
Agua destilada Hasta 1000 mL 
 
Esterilizar por filtración. 
 
4. EDTA 0.5M 
 
Componente Cantidad 
EDTA 186.1 g 
Agua destilada Hasta 1000 mL 
 
Pesar el EDTA y añadir a 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 8.0 con 
NaOH. Completar hasta 1000 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave 121ºC 
durante 15 minutos y por filtración. 
 
Visualización al microscopio 
 
 Antirrefractante (FluoroGuardTM Antifade Reagent, Bio-Rad).  
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ANEXO II.3. Reactivos y soluciones para PCR y qPCR 
 
Extracción de DNA 
 
Aguas Crudas y Potables: “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen, USA). 
 
Tampón TE (pH 8) 
 
 Tris- HCl M10 mM 
 EDTA 1 mM 
 
Reacción de amplificación para PCR 
 
GoTaq® Green Master Mix (Promega, M7123, USA). 
Compuesta por: tampón de reacción verde (pH 8.5) que contiene la DNA 
Polimerasa, dATP 400μM, dGTP 400μM, dCTP 400μM, dTTP 400μM y MgCl2 3mM. 
 
Reacción de amplificación para qPCR 
 
LightCycler® FastStar DNA Master, SYBR Green I (Roche Diagnostics, Ref. 
12 239 264 001, Alemania). 
Compuesta por: FastStart Taq ADN Polimerasa, tampón de reaccion, dNTP mix 
(con dUTP en lugar de dTTP), colorante SYBR Green I, solución stock de MgCl2 
50mM y agua grado PCR. 
 
Iniciadores para Helicobacter pylori: 
 
 ureAF / ureAR (Invitrogen, USA). 
 cagAF / cagAR (Invitrogen, USA). 
 vacAs1/s2F / vacAs1/s2R (Invitrogen, USA). 
 vacAm1/m2F / vacAm1/m2 (Invitrogen, USA). 
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 glmMF / glmMR (Invitrogen, USA). 
 VacAR/ VacAF (Invitrogen, USA).  
 VacAR/ VacAF (Tib Molbiol®, Alemania).  
 
Electroforesis de ADN en gel de agarosa 
 
 Agarosa  
 
UltraPureTM, Agarose. Resuelve fragmentos de 100 a más de 30Kb, 
Electroendosmosis EEO de 0.09-0.13-mr. (Invitrogen™, Ref: 16500-100, USA). 
 
 Tampón TAE 50X (solución stock): Tris-Acético-EDTA 
 
Componente Cantidad 
Tris-Base 24.2 g 
Ácido acético glacial 5.71 mL 
EDTA 0,5M 10 mL 
Agua desionizada Completar a 1000mL 
 
 Tampón TAE 1X 
 
Componente Cantidad 
TAE 50X 20 mL 
Agua desionizada Completar a 980mL 
 
Para la preparación del gel de agarosa: Pesar la cantidad deseada de agarosa 
(20mg/mL) y disolver con el tampón TAE 1X. Llevar a ebullición, agitar, atemperar a 
50º C y adicionar el reactivo para teñir el gel, el volumen depende del tamaño del gel 
que se elabore (1 µL / 100mL). Verter en la bandeja molde para el gel. 
 
 Tampón de carga  
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Azul de bromofenol 1% 2.5 mL 
Ficoll 2.5 mL 
EDTA (0.5M) 1mL 
Agua Ultrapura 4mL 
pH = 8 
 
 Marcador de pesos moleculares  
 
 TrackIt™ 100 bp DNA Ladder. (1µg/µl). Composición: Tris-HCl (pH 7.5) 10mM, 
EDTA (pH 8.0) 10mM, XCFF 0.06%, tartracina 0.6%, y glicerol 5% (Invitrogen™, 
USA). 
 GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, España, ref. SM0323). 
 
 Reactivos para teñir geles 
 
 SYBRTM SafeTM al 0.02% (SYBR® Safe DNA gel stain, 10.000X en agua, 
Invitrogen™, S33102, USA).  






ANEXO III.  Detección de H. pylori mediante cultivo, FISH, PCR y qPCR en muestras de agua cruda y potable. 
 







 AGUA CRUDA AGUA POTABLE 





















1 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
2 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
3 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* Pos Pos 2,12x103 Pos* 
4 Pos (-) (-) Pos Pos 4,91x101 Pos* (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
5 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
6 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* Pos Pos 1,61x10 Pos* 
7 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
8 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
9 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos 5,77 Pos* 
10 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
11 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos 6,31x101 Pos* 
12 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos 3,99x101 Pos* 
13 (-) (-) (-) Pos Pos 1,28x101 Pos* Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
14 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
15 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
16 (-) (-) (-) Pos Pos 1,07x102 Pos* Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
17 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
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18 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) 
19 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
20 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
21 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
22 Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
23 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
24 Pos Pos Pos* Pos Pos 6,85x101 Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos 8,32 Pos* 
25 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
26 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
27 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
28 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
29 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
30 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
31 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
32 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
33 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
34 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
35 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
36 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
37 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
38 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
39 Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
40 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
41 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
42 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
43 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
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44 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
45 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
46 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
47 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
48 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
49 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
50 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
51 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
52 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
53 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
TP 26 6 6 16 8 8 8 34 10 10 21 15 15 15 
Test BQ: Pruebas bioquímicas (catalasa, ureasa y oxidasa); FISH: hibridación in situ con sondas fluorescentes; Sec: secuenciación por Sanger; PCR det: 
genes ureA y glmM; UG/mL: unidades genómicas / mililitro; UG/R: unidades genómicas / reacción; Pos: positivo (presencia de H. pylori); Pos*: ≥97% 













 AGUA CRUDA AGUA POTABLE 






















1 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
2 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
3 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
4 Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
5 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
6 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
7 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
8 Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
9 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)  (-) (-) Pos Pos Pos Pos 
10 NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM 
11 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
12 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
13 Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
14 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
15 (-) (-) (-) Pos Pos 3,13x101 Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
16 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
17 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
18 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
19 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos (-) (-) 
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20 Pos (-) (-) Pos Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
21 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
22 Pos Pos Pos* Pos Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
23 Pos (-) (-) Pos Pos 3,84x101 Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
24 (-) (-) (-) Pos Pos 4,69x102 Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
25 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos (-) (-) 
26 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
27 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
28 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
29 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
30 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
31 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
32 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
33 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
34 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
35 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
36 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
37 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
38 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
39 Pos (-) (-) Pos Pos (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
40 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
41 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
42 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
43 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
44 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
45 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
 190 
46 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
47 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
48 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
49 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
50 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
51 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
52 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
53 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
TP 36 8 8 18 17 14 14 32 8 8 20 17 15 15 
Test BQ: Pruebas bioquímicas (catalasa, ureasa y oxidasa); FISH: hibridación in situ con sondas fluorescentes; Sec: secuenciación por Sanger; PCR det: 
genes ureA y glmM; UG/mL: unidades genómicas / mililitro; UG/R: unidades genómicas / reacción; Pos: positivo (presencia de H. pylori); Pos*: ≥97% 














 AGUA CRUDA AGUA POTABLE 
Cultivo Muestras directas Cultivo Muestras directas 


















1 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
2 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos 3,41x101 Pos* 
3 Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) Pos Pos Pos* Pos Pos 1,73x102 Pos* 
4 Pos Pos Pos* Pos Pos 2,47x102 Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
5 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
6 Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos 7,22x101 Pos* 
7 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) Pos Pos 1,79x101 Pos* 
8 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
9 Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) Pos Pos 4,10x101 Pos* 
10 Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* (-) (-) (-) Pos Pos 3,02x101 Pos* 
11 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos Pos Pos* 
12 Pos (-) (-) Pos Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
13 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
14 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
15 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
16 Pos Pos Pos* Pos Pos 1,51x102 Pos* Pos Pos Pos* Pos Pos 4,0x101 Pos* 
17 NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM 
18 (-) (-) (-) Pos Pos Pos Pos* Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) 
19 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
20 Pos (-) (-) Pos Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
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21 Pos Pos Pos* Pos Pos 7,78x101 Pos* (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
22 Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
23 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) 
24 Pos Pos Pos* Pos Pos 1,61x101 Pos* Pos Pos Pos* Pos (-) (-) (-) 
25 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos Pos 6,06 Pos* 
26 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* Pos Pos Pos Pos* 
27 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
28 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
29 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
30 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
31 Pos (-) (-) Pos Pos 7,22x101 Pos* Pos (-) (-) Pos Pos 6,57x101 Pos* 
32 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
33 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
34 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) 
35 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
36 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
37 (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
38 (-) (-) (-) Pos Pos 1,05x102 Pos* Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) 
39 Pos (-) (-) Pos (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
40 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
41 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
42 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
43 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
44 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
45 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
46 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
 193 
47 NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM 
48 NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM 
49 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
50 Pos Pos Pos* (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
51 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
52 Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) Pos (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
53 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
TP 32 12 12 26 15 13 13 32 12 12 19 12 12 12 
Test BQ: Pruebas bioquímicas (catalasa, ureasa y oxidasa); FISH: hibridación in situ con sondas fluorescentes; Sec: secuenciación por Sanger; PCR det: 
genes ureA y glmM; UG/mL: unidades genómicas / mililitro; UG/R: unidades genómicas / reacción; Pos: positivo (presencia de H. pylori); Pos*: ≥97% 






ANEXO IV. Resultados de los análisis de los indicadores de contaminación fecal en las muestras de agua potable y 
cruda de las plantas de tratamiento. 
 










Indicadores de contaminación fecal evaluados 
Coliformes totales (ufc/mL) E. coli (ufc/mL) Esporas de Clostridium (ufc/mL) 
Año Mes Día Cruda Potable Cruda Potable Cruda Potable 
1 2015 Julio 21 Lluvia 2,8E+03 0 8,0E+02 0 1,0E+01 0 
2 2015 Julio 28 Lluvia 3,7E+03 0 7,0E+02 0 3,8E+02 0 
3 2015 Agosto 4 Seco 1,9E+03 0 3,0E+02 0 1,2E+02 0 
4 2015 Agosto 11 Lluvia 3,4E+03 0 1,4E+03 0 3,5E+02 0 
5 2015 Agosto 18 Lluvia 2,5E+03 0 4,0E+02 0 2,8E+02 0 
6 2015 Agosto 25 Lluvia 2,0E+03 0 4,0E+02 0 4,0E+01 0 
7 2015 Septiembre 1 Lluvia 7,9E+03 0 1,7E+03 0 3,0E+02 0 
8 2015 Septiembre 8 Seco 7,3E+03 0 1,3E+03 0 4,4E+02 0 
9 2015 Septiembre 15 Seco 7,0E+03 0 7,0E+02 0 4,0E+02 0 
10 2015 Septiembre 22 Seco 5,7E+03 0 1,3E+03 0 6,0E+02 0 
11 2015 Septiembre 29 Seco 6,3E+03 0 1,2E+03 0 5,0E+02 0 
12 2015 Octubre 6 Seco 9,0E+03 0 7,0E+02 0 2,2E+02 0 
13 2015 Octubre 13 Lluvia 2,7E+04 0 2,0E+01 0 6,6E+02 0 
14 2015 Octubre 20 Seco 2,0E+04 0 1,0E+03 0 2,2E+02 0 
15 2015 Octubre 27 Lluvia 9,8E+03 0 1,7E+03 0 5,2E+02 0 
16 2015 Noviembre 3 Seco 5,7E+04 0 2,1E+03 0 4,4E+02 0 
17 2015 Noviembre 10 Lluvia 5,4E+03 0 5,0E+02 0 9,0E+02 0 
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18 2015 Noviembre 17 Seco 1,0E+04 0 4,0E+02 0 5,5E+03 0 
19 2015 Noviembre 24 Lluvia 3,6E+04 0 4,0E+02 0 2,6E+02 0 
20 2015 Diciembre 1 Seco 6,8E+03 0 7,0E+02 0 1,7E+02 0 
21 2015 Diciembre 9 Seco 5,4E+03 0 5,0E+02 0 3,2E+02 0 
22 2015 Diciembre 15 Seco 7,2E+03 0 6,0E+02 0 2,2E+02 0 
23 2015 Diciembre 22 Seco 8,9E+03 0 2,3E+02 0 2,5E+02 0 
24 2015 Diciembre 29 Seco 5,6E+03 0 2,3E+02 0 2,8E+02 0 
25 2016 Enero 19 Seco 4,1E+03 0 5,0E+02 0 3,6E+02 0 
26 2016 Enero 26 Seco 6,9E+03 0 6,0E+02 0 4,6E+02 0 
27 2016 Febrero 2 Seco 5,5E+03 0 3,0E+02 0 3,5E+02 0 
28 2016 Febrero 9 Seco 3,4E+03 0 3,0E+02 0 3,5E+02 0 
29 2016 Febrero 16 Seco 4,5E+03 0 5,0E+02 0 1,8E+02 0 
30 2016 Febrero 23 Lluvia 7,8E+03 0 6,1E+02 0 2,9E+02 0 
31 2016 Marzo 1 Seco 1,2E+04 0 3,0E+03 0 2,6E+02 0 
32 2016 Marzo 8 Seco 2,0E+03 0 6,0E+02 0 2,0E+02 0 
33 2016 Marzo 15 Lluvia 9,5E+03 0 6,2E+02 0 4,1E+02 0 
34 2016 Marzo 22 Seco 7,7E+03 0 6,0E+02 0 1,8E+02 0 
35 2016 Marzo 29 Seco 8,9E+03 0 1,5E+03 0 2,3E+02 0 
36 2016 Abril 5 Lluvia 7,2E+03 0 1,5E+03 0 1,8E+02 0 
37 2016 Abril 12 Lluvia 4,0E+04 0 1,2E+02 0 5,4E+01 0 
38 2016 Abril 19 Lluvia 7,1E+03 0 3,0E+02 0 1,4E+02 0 
39 2016 Abril 26 Lluvia 3,2E+03 0 9,0E+02 0 8,0E+00 0 
40 2016 Mayo 3 Lluvia 1,2E+04 0 1,9E+03 0 8,0E+00 0 
41 2016 Mayo 10 Lluvia 5,4E+03 0 1,3E+03 0 2,3E+02 0 
42 2016 Mayo 17 Lluvia 3,9E+03 0 1,3E+03 0 2,3E+02 0 
43 2016 Mayo 24 Lluvia 8,9E+03 0 1,0E+03 0 2,8E+02 0 
44 2016 Mayo 31 Lluvia 1,6E+04 0 8,0E+02 0 5,9E+02 0 
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45 2016 Junio 7 Lluvia 3,4E+03 0 1,3E+03 0 5,2E+02 0 
46 2016 Junio 14 Lluvia 3,5E+03 0 4,0E+02 0 6,0E+02 0 
47 2016 Junio 21 Lluvia 5,1E+03 0 9,0E+02 0 2,7E+02 0 
48 2016 Junio 28 Seco 3,5E+03 0 1,2E+03 0 5,5E+02 0 
49 2016 Julio 5 Lluvia 1,1E+03 0 6,0E+02 0 4,3E+02 0 
50 2016 Julio 12 Lluvia 2,4E+03 0 6,0E+02 0 2,8E+02 0 
51 2016 Julio 19 Lluvia 8,2E+03 0 1,2E+03 0 3,8E+02 0 
52 2016 Julio 26 Seco 4,2E+03 0 7,0E+02 0 6,0E+02 0 
53 2016 Agosto 2 Lluvia 5,2E+03 0 8,0E+02 0 2,7E+02 0 
Promedio 8,9E+03 0,0E+00 8,5E+02 0,0E+00 4,2E+02 0,0E+00 
Máximo 5,7E+04 0,0E+00 3,0E+03 0,0E+00 5,5E+03 0,0E+00 
Mínimo 1,1E+03 0,0E+00 2,0E+01 0,0E+00 8,0E+00 0,0E+00 
DS ±0,33 ±0,0 ±0,35 ±0,0 ±0,47 ±0,0 














Indicadores de contaminación fecal evaluados 
Coliformes totales (ufc/mL) E. coli (ufc/mL) Esporas de Clostridium (ufc/mL) 
Año Mes Día Cruda Potable Cruda Potable Cruda Potable 
1 2015 Julio 21 Lluvia 3,3E+02 0 1,1E+02 0 3,0E+01 0 
2 2015 Julio 28 Lluvia 1,8E+02 0 4,8E+01 0 2,0E+01 0 
3 2015 Agosto 4 Seco 6,4E+01 0 8,0E+00 0 2,6E+01 0 
4 2015 Agosto 11 Lluvia 4,0E+01 0 4,0E+00 0 1,4E+01 0 
5 2015 Agosto 18 Lluvia 1,0E+02 0 5,6E+01 0 2,2E+01 0 
6 2015 Agosto 25 Lluvia 1,3E+02 0 4,0E+01 0 1,6E+01 0 
7 2015 Septiembre 1 Lluvia 2,5E+02 0 1,3E+02 0 1,0E+02 0 
8 2015 Septiembre 8 Seco 4,5E+02 0 2,7E+02 0 5,2E+01 0 
9 2015 Septiembre 15 Seco 3,2E+02 0 1,3E+02 0 1,0E+02 0 
10 2015 Septiembre 22 Seco NM NM NM NM NM NM 
11 2015 Septiembre 29 Seco 1,1E+02 0 6,0E+00 0 9,2E+01 0 
12 2015 Octubre 6 Seco 2,0E+02 0 5,2E+01 0 3,0E+01 0 
13 2015 Octubre 13 Lluvia 2,2E+02 0 2,0E+01 0 9,2E+01 0 
14 2015 Octubre 20 Seco 1,3E+03 0 2,0E+00 0 2,0E+00 0 
15 2015 Octubre 27 Lluvia 8,0E+02 0 2,0E+01 0 9,6E+01 0 
16 2015 Noviembre 3 Seco 6,1E+02 0 2,0E+00 0 4,0E+01 0 
17 2015 Noviembre 10 Lluvia 2,2E+02 0 3,8E+01 0 1,2E+02 0 
18 2015 Noviembre 17 Seco 1,7E+02 0 1,6E+01 0 1,0E+01 0 
19 2015 Noviembre 24 Lluvia 4,5E+02 0 3,0E+02 0 6,2E+01 0 
20 2015 Diciembre 1 Seco 5,2E+01 0 1,0E+01 0 6,0E+00 0 
21 2015 Diciembre 9 Seco 4,0E+02 0 7,6E+01 0 6,0E+01 0 
22 2015 Diciembre 15 Seco 2,2E+02 0 2,6E+01 0 1,3E+02 0 
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23 2015 Diciembre 22 Seco 6,0E+02 0 5,0E+01 0 5,4E+01 0 
24 2015 Diciembre 29 Seco 1,8E+02 0 2,0E+00 0 8,8E+01 0 
25 2016 Enero 19 Seco 1,8E+02 0 2,0E+00 0 8,8E+01 0 
26 2016 Enero 26 Seco 4,5E+02 0 4,0E+01 0 4,6E+01 0 
27 2016 Febrero 2 Seco 2,0E+02 0 2,0E+00 0 2,0E+01 0 
28 2016 Febrero 9 Seco 2,6E+02 0 2,0E+00 0 1,4E+01 0 
29 2016 Febrero 16 Seco 1,2E+02 0 2,0E+00 0 8,0E+00 0 
30 2016 Febrero 23 Lluvia 3,8E+01 0 2,0E+00 0 6,0E+00 0 
31 2016 Marzo 1 Seco 6,4E+01 0 6,0E+00 0 4,0E+00 0 
32 2016 Marzo 8 Seco 9,0E+01 0 1,8E+01 0 1,2E+01 0 
33 2016 Marzo 15 Lluvia 6,4E+01 0 1,8E+01 0 1,0E+01 0 
34 2016 Marzo 22 Seco 7,2E+02 0 6,0E+00 0 1,2E+01 0 
35 2016 Marzo 29 Seco 1,8E+03 0 1,2E+02 0 4,0E+00 0 
36 2016 Abril 5 Lluvia 5,1E+03 0 7,0E+01 0 4,0E+00 0 
37 2016 Abril 12 Lluvia 7,2E+03 0 7,0E+02 0 5,7E+02 0 
38 2016 Abril 19 Lluvia 4,1E+02 0 4,8E+01 0 9,2E+01 0 
39 2016 Abril 26 Lluvia 1,3E+02 0 2,4E+01 0 1,0E+02 0 
40 2016 Mayo 3 Lluvia 6,5E+02 0 3,4E+01 0 7,0E+01 0 
41 2016 Mayo 10 Lluvia 1,5E+02 0 1,6E+01 0 3,8E+01 0 
42 2016 Mayo 17 Lluvia 5,2E+02 0 2,2E+02 0 1,5E+02 0 
43 2016 Mayo 24 Lluvia 2,6E+02 0 3,6E+01 0 6,4E+01 0 
44 2016 Mayo 31 Lluvia 2,9E+02 0 6,0E+01 0 2,8E+01 0 
45 2016 Junio 7 Lluvia 2,0E+02 0 1,3E+02 0 4,8E+01 0 
46 2016 Junio 14 Lluvia 4,2E+02 0 6,0E+01 0 5,6E+01 0 
47 2016 Junio 21 Lluvia 4,8E+02 0 1,4E+02 0 2,8E+01 0 
48 2016 Junio 28 Seco 2,7E+02 0 1,5E+02 0 1,0E+02 0 
49 2016 Julio 5 Lluvia 1,1E+02 0 2,2E+01 0 3,0E+01 0 
 199 
50 2016 Julio 12 Lluvia 2,2E+02 0 1,2E+02 0 9,2E+01 0 
51 2016 Julio 19 Lluvia 7,0E+01 0 4,0E+01 0 2,6E+01 0 
52 2016 Julio 26 Seco 2,9E+02 0 2,8E+01 0 4,4E+01 0 
53 2016 Agosto 2 Lluvia 2,4E+02 0 5,4E+01 0 5,2E+01 0 
Promedio 5,5E+02 0,0E+00 6,9E+01 0,0E+00 5,9E+01 0,0E+00 
Máximo 7,2E+03 0,0E+00 7,0E+02 0,0E+00 5,7E+02 0,0E+00 
Mínimo 3,8E+01 0,0E+00 2,0E+00 0,0E+00 2,0E+00 0,0E+00 
DS ±0,46 ±0,0 ±0,67 ±0,0 ±0,49 ±0,0 
Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; ufc/mL: unidades formadoras de colonias / 100 mililitros; NM: no muestra; DS: desviación estándar. 
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Indicadores de contaminación fecal evaluados 
Coliformes totales (ufc/mL) E. coli (ufc/mL) Esporas de Clostridium (ufc/mL) 
Año Mes Día Cruda Potable Cruda Potable Cruda Potable 
1 2015 Julio 21 Lluvia 3,5E+02 0 3,0E+01 0 3,8E+02 0 
2 2015 Julio 28 Lluvia 2,0E+02 0 3,2E+01 0 4,0E+00 0 
3 2015 Agosto 4 Seco 1,8E+02 0 2,4E+01 0 4,0E+00 0 
4 2015 Agosto 11 Lluvia 2,4E+01 0 2,4E+01 0 8,0E+00 0 
5 2015 Agosto 18 Lluvia 1,5E+02 0 2,0E+01 0 2,2E+01 0 
6 2015 Agosto 25 Lluvia 2,2E+02 0 6,6E+01 0 5,0E+00 0 
7 2015 Septiembre 1 Lluvia 1,3E+02 0 4,0E+01 0 8,0E+00 0 
8 2015 Septiembre 8 Seco 3,8E+02 0 1,2E+02 0 5,1E+01 0 
9 2015 Septiembre 15 Seco 5,1E+02 0 3,6E+01 0 5,2E+01 0 
10 2015 Septiembre 22 Seco 1,9E+02 0 6,2E+01 0 3,2E+01 0 
11 2015 Septiembre 29 Seco 1,1E+02 0 2,0E+00 0 1,4E+01 0 
12 2015 Octubre 6 Seco 4,5E+02 0 2,0E+00 0 4,0E+00 0 
13 2015 Octubre 13 Lluvia 2,5E+02 0 4,0E+00 0 2,0E+00 0 
14 2015 Octubre 20 Seco 1,8E+02 0 4,0E+00 0 5,4E+01 0 
15 2015 Octubre 27 Lluvia 1,7E+03 0 2,0E+00 0 1,0E+00 0 
16 2015 Noviembre 3 Seco 4,1E+02 0 6,0E+01 0 1,0E+00 0 
17 2015 Noviembre 10 Lluvia NM NM NM NM NM NM 
18 2015 Noviembre 17 Seco 4,3E+02 0 2,0E+00 0 2,0E+00 0 
19 2015 Noviembre 24 Lluvia 4,4E+02 0 2,0E+00 0 2,0E+00 0 
20 2015 Diciembre 1 Seco 3,3E+02 0 2,0E+00 0 3,0E+00 0 
21 2015 Diciembre 9 Seco 1,6E+02 0 2,0E+00 0 1,0E+00 0 
22 2015 Diciembre 15 Seco 4,3E+02 0 2,0E+00 0 2,0E+00 0 
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23 2015 Diciembre 22 Seco 2,1E+02 0 4,0E+00 0 1,0E+00 0 
24 2015 Diciembre 29 Seco 1,4E+02 0 2,0E+00 0 3,0E+00 0 
25 2016 Enero 19 Seco 1,2E+02 0 2,0E+00 0 1,0E+00 0 
26 2016 Enero 26 Seco 7,6E+01 0 2,0E+00 0 1,0E+00 0 
27 2016 Febrero 2 Seco 5,4E+01 0 2,0E+00 0 2,0E+00 0 
28 2016 Febrero 9 Seco 2,0E+02 0 2,0E+00 0 1,5E+01 0 
29 2016 Febrero 16 Seco 5,5E+02 0 2,0E+00 0 8,0E+00 0 
30 2016 Febrero 23 Lluvia 8,0E+02 0 1,2E+01 0 2,0E+00 0 
31 2016 Marzo 1 Seco 2,0E+02 0 1,2E+01 0 2,0E+00 0 
32 2016 Marzo 8 Seco 3,8E+02 0 1,4E+02 0 2,0E+00 0 
33 2016 Marzo 15 Lluvia 5,1E+02 0 2,4E+01 0 3,0E+00 0 
34 2016 Marzo 22 Seco 1,6E+03 0 2,0E+01 0 3,0E+00 0 
35 2016 Marzo 29 Seco 4,6E+02 0 1,8E+01 0 1,0E+00 0 
36 2016 Abril 5 Lluvia 1,1E+03 0 1,0E+02 0 8,0E+00 0 
37 2016 Abril 12 Lluvia 2,0E+03 0 1,2E+02 0 5,4E+01 0 
38 2016 Abril 19 Lluvia 8,5E+02 0 2,0E+01 0 6,0E+00 0 
39 2016 Abril 26 Lluvia 6,8E+02 0 2,0E+00 0 2,6E+01 0 
40 2016 Mayo 3 Lluvia 4,0E+02 0 3,2E+01 0 6,0E+00 0 
41 2016 Mayo 10 Lluvia 2,4E+02 0 2,0E+00 0 8,0E+00 0 
42 2016 Mayo 17 Lluvia 1,8E+02 0 1,0E+02 0 2,4E+01 0 
43 2016 Mayo 24 Lluvia 1,8E+02 0 1,6E+01 0 1,2E+01 0 
44 2016 Mayo 31 Lluvia 1,7E+02 0 3,2E+01 0 1,8E+01 0 
45 2016 Junio 7 Lluvia 1,6E+02 0 1,6E+01 0 8,0E+00 0 
46 2016 Junio 14 Lluvia 1,1E+02 0 1,8E+01 0 6,8E+01 0 
47 2016 Junio 21 Lluvia NM NM NM NM NM NM 
48 2016 Junio 28 Seco NM NM NM NM NM NM 
49 2016 Julio 5 Lluvia 3,4E+01 0 1,6E+01 0 1,0E+01 0 
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50 2016 Julio 12 Lluvia 1,8E+02 0 8,0E+01 0 8,0E+00 0 
51 2016 Julio 19 Lluvia 9,2E+01 0 3,2E+01 0 1,2E+01 0 
52 2016 Julio 26 Seco 7,0E+01 0 1,6E+01 0 4,0E+00 0 
53 2016 Agosto 2 Lluvia 6,0E+01 0 2,0E+01 0 4,0E+00 0 
Promedio 3,8E+02 0,0E+00 2,8E+01 0,0E+00 1,9E+01 0,0E+00 
Máximo 2,0E+03 0,0E+00 1,4E+02 0,0E+00 3,8E+02 0,0E+00 
Mínimo 2,4E+01 0,0E+00 2,0E+00 0,0E+00 1,0E+00 0,0E+00 
DS ±0,41 ±0,0 ±0,63 ±0,0 ±0,59 ±0,0 
Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; ufc/mL: unidades formadoras de colonias / 100 mililitros; NM: no muestra; DS: desviación estándar.  
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ANEXO V. Resultados análisis fisicoquímicos de las muestras de agua potable y cruda de las plantas de tratamiento. 









Parámetros fisicoquímicos evaluados 
Turbidez (UNT) Conductividad (µS/cm) pH Cl2 Libre 
(mg/L) 
potable Año Mes Día Cruda Potable %Rend Cruda Potable Cruda Potable 
1 2015 Julio 21 24,0 0,13 99,5 80,0 120,0 6,8 6,73 1,65 
2 2015 Julio 28 23,0 0,12 99,5 100,0 150,0 7,0 6,82 1,77 
3 2015 Agosto 4 36,0 0,16 99,6 80,0 130,0 6,8 6,79 1,74 
4 2015 Agosto 11 25,0 0,17 99,3 70,0 110,0 6,8 6,83 1,65 
5 2015 Agosto 18 33,0 0,18 99,4 80,0 125,0 6,7 6,83 1,75 
6 2015 Agosto 25 26,0 0,16 99,4 80,0 110,0 7,0 6,83 1,76 
7 2015 Septiembre 1 23,0 0,15 99,3 70,0 110,0 6,9 6,80 1,77 
8 2015 Septiembre 8 22,0 0,17 99,2 70,0 110,0 6,8 6,78 1,63 
9 2015 Septiembre 15 21,0 0,10 99,5 80,0 110,0 6,8 6,72 1,66 
10 2015 Septiembre 22 20,0 0,14 99,3 80,0 110,0 7,0 6,85 1,64 
11 2015 Septiembre 29 23,0 0,13 99,4 90,0 120,0 6,9 6,85 1,62 
12 2015 Octubre 6 19,0 0,14 99,3 90,0 120,0 7,0 6,82 1,68 
13 2015 Octubre 13 21,0 0,11 99,5 100,0 130,0 6,9 6,73 1,68 
14 2015 Octubre 20 23,0 0,15 99,3 90,0 110,0 7,2 6,74 1,61 
15 2015 Octubre 27 16,0 0,17 98,9 90,0 120,0 7,2 6,79 1,68 
16 2015 Noviembre 3 17,0 0,11 99,3 90,0 110,0 7,1 6,72 1,64 
17 2015 Noviembre 10 22,0 0,16 99,3 110,0 140,0 6,9 6,72 1,62 
18 2015 Noviembre 17 14,0 0,14 99,0 100,0 120,0 7,0 6,77 1,61 
19 2015 Noviembre 24 19,0 0,16 99,2 110,0 140,0 7,0 6,84 1,78 
20 2015 Diciembre 1 16,0 0,13 99,2 100,0 120,0 7,1 6,88 1,6 
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21 2015 Diciembre 9 22,0 0,16 99,3 90,0 120,0 7,0 6,85 1,77 
22 2015 Diciembre 15 16,0 0,14 99,1 100,0 120,0 7,2 6,89 1,69 
23 2015 Diciembre 22 18,0 0,12 99,3 90,0 110 7,0 6,91 1,64 
24 2015 Diciembre 29 16,0 0,15 99,1 100,0 110 7,02 6,92 1,64 
25 2016 Enero 19 19,0 0,10 99,5 80,0 110 6,80 6,81 1,64 
26 2016 Enero 26 18,0 0,10 99,4 80,0 100 6,90 6,76 1,82 
27 2016 Febrero 2 18,0 0,14 99,2 80,0 110 6,80 6,85 1,77 
28 2016 Febrero 9 18,0 0,11 99,4 70,0 100 6,80 6,77 1,73 
29 2016 Febrero 16 20,0 0,13 99,4 80,0 100 6,90 6,74 1,78 
30 2016 Febrero 23 17,0 0,14 99,2 80,0 100 6,90 6,7 1,79 
31 2016 Marzo 1 17,0 0,11 99,4 80,0 100 6,80 6,69 1,91 
32 2016 Marzo 8 17,0 0,15 99,1 80,0 110 6,90 6,77 1,83 
33 2016 Marzo 15 19,0 0,1 99,5 70,0 100 6,70 6,79 1,91 
34 2016 Marzo 22 17,0 0,13 99,2 60,0 90 6,80 6,78 1,92 
35 2016 Marzo 29 19,0 0,16 99,2 60,0 80 6,80 6,9 1,82 
36 2016 Abril 5 17,0 0,14 99,2 70,0 90 6,80 6,8 1,88 
37 2016 Abril 12 19,0 0,12 99,4 65,0 100 6,70 6,86 1,98 
38 2016 Abril 19 14,0 0,15 98,9 90,0 120 6,90 6,82 1,85 
39 2016 Abril 26 12,0 0,14 98,8 80,0 110 6,80 6,74 1,87 
40 2016 Mayo 3 11,0 0,17 98,5 80,0 120 6,80 6,76 1,82 
41 2016 Mayo 10 12,0 0,15 98,8 80,0 120 6,90 6,72 1,89 
42 2016 Mayo 17 14,0 0,15 98,9 90,0 120 6,90 6,74 1,62 
43 2016 Mayo 24 13,0 0,13 99,0 85,0 120 6,90 6,74 1,73 
44 2016 Mayo 31 17,0 0,17 99,0 90,0 140 6,80 6,71 1,74 
45 2016 Junio 7 16,0 0,14 99,1 100,0 145 6,80 6,79 1,72 
46 2016 Junio 14 15,0 0,12 99,2 100,0 150 6,90 6,76 1,76 
47 2016 Junio 21 19,0 0,14 99,3 80,0 115 6,80 6,7 1,69 
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48 2016 Junio 28 19,0 0,19 99,0 95,0 150 6,90 6,74 1,83 
49 2016 Julio 5 31,0 0,14 99,5 80,0 140 6,70 6,73 1,68 
50 2016 Julio 12 22,0 0,19 99,1 90,0 150 6,80 6,96 1,78 
51 2016 Julio 19 20,0 0,18 99,1 100,0 140 6,80 6,78 1,68 
52 2016 Julio 26 21,0 0,17 99,2 80,0 120 6,90 6,8 1,67 
53 2016 Agosto 2 23,0 0,16 99,3 100,0 140 7,00 6,83 1,68 
Promedio 19,4 0,1 99,2 85,2 118,2 6,9 6,8 1,7 
Máximo 36,0 0,2 99,6 110,0 150,0 7,2 7,0 2,0 
Mínimo 11,0 0,1 98,5 60,0 80,0 6,7 6,7 1,6 
DS 4,9 0,0 0,2 11,9 16,6 0,1 0,1 0,1 
Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; UNT: unidades nefelométricas de turbidez; %Rend: porcentaje de remoción de la turbidez; µS/cm: 
microSiemens / centímetro; Cl2 Libre: cloro libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviación estándar. 
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Parámetros fisicoquímicos evaluados 
Turbidez (UNT) Conductividad (µS/cm) pH Cl2 Libre 
(mg/L) 
potable Año Mes Día Cruda Potable %Rend Cruda Potable Cruda Potable 
1 2015 Julio 21 6,59 0,24 96,4 18,8 60,1 6,79 7,09 1,22 
2 2015 Julio 28 9,20 0,48 94,8 17,1 57,7 6,29 6,99 1,08 
3 2015 Agosto 4 10,50 0,21 98,0 18,6 62,1 6,39 7,35 1,21 
4 2015 Agosto 11 6,99 0,46 93,4 20,1 62,8 6,39 7,34 1,12 
5 2015 Agosto 18 8,88 0,39 95,6 16,6 62,9 6,45 7,20 1,14 
6 2015 Agosto 25 9,25 0,54 94,2 8,1 59,1 6,39 6,77 1,34 
7 2015 Septiembre 1 7,89 0,17 97,8 19,4 72,8 6,40 7,18 1,91 
8 2015 Septiembre 8 12,60 0,19 98,5 19,2 52,9 6,41 6,91 1,49 
9 2015 Septiembre 15 11,40 0,42 96,3 0,0 52,3 0,00 6,74 1,17 
10 2015 Septiembre 22 NM NM NM NM NM NM NM NM 
11 2015 Septiembre 29 5,50 0,32 94,2 20,6 50,1 6,25 7,05 1,1 
12 2015 Octubre 6 6,80 0,27 96,0 22,1 56,7 6,46 6,95 1,12 
13 2015 Octubre 13 7,10 0,28 96,1 23,5 63,2 6,66 6,97 1,44 
14 2015 Octubre 20 5,64 0,43 92,4 23,8 49,9 6,27 6,40 1,3 
15 2015 Octubre 27 5,07 0,41 91,9 23,7 59,6 6,70 7,48 1,23 
16 2015 Noviembre 3 6,73 0,23 96,6 24,0 68,3 6,31 7,27 1,2 
17 2015 Noviembre 10 5,63 0,18 96,8 22,4 68,4 6,37 6,96 1,02 
18 2015 Noviembre 17 3,81 0,34 91,1 21,2 63,1 6,41 7,08 1,25 
19 2015 Noviembre 24 18,50 0,32 98,3 17,4 71,0 6,25 7,63 1,45 
20 2015 Diciembre 1 6,45 0,26 96,0 18,5 67,6 6,30 7,42 1,1 
21 2015 Diciembre 9 6,32 0,37 94,1 17,1 50,7 6,24 7,10 0,79 
22 2015 Diciembre 15 4,94 0,34 93,1 18,2 40,6 6,20 7,06 1,21 
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23 2015 Diciembre 22 5,2 0,27 94,8 18,2 56,4 6,25 7,26 1,25 
24 2015 Diciembre 29 4,6 0,18 96,1 19,7 58,6 6,25 7,12 1,45 
25 2016 Enero 19 5,04 0,17 96,6 21,8 77,2 6,26 7,09 1,35 
26 2016 Enero 26 5,28 0,22 95,8 22,4 74,2 6,37 6,94 1,03 
27 2016 Febrero 2 6,89 0,22 96,8 23,1 70,8 6,34 6,6 0,94 
28 2016 Febrero 9 4,94 0,25 94,9 24 66,2 6,49 6,68 0,91 
29 2016 Febrero 16 4,55 0,2 95,6 24,6 54,4 6,44 6,68 1,52 
30 2016 Febrero 23 4,6 0,2 95,7 25,2 62,3 6,55 7,01 1,8 
31 2016 Marzo 1 4,41 0,16 96,4 25,5 68,3 6,37 6,85 1,63 
32 2016 Marzo 8 5,68 0,14 97,5 26,5 78,1 6,46 7,11 1,13 
33 2016 Marzo 15 4,2 0,27 93,6 26,9 88,8 6,42 7,35 1,32 
34 2016 Marzo 22 4,36 0,3 93,1 27,7 85,1 6,47 7,5 1,04 
35 2016 Marzo 29 4,36 0,17 96,1 27,9 87,2 6,52 6,65 1,48 
36 2016 Abril 5 20,9 0,23 98,9 20,7 94,1 6,41 6,56 1,54 
37 2016 Abril 12 8,41 0,27 96,8 21,7 93,4 6,32 6,79 1,18 
38 2016 Abril 19 6,1 0,7 88,5 21,4 72,8 6,12 6,6 0,95 
39 2016 Abril 26 5,11 0,82 84,0 26,2 88,4 6,22 6,52 1,15 
40 2016 Mayo 3 6,14 0,17 97,2 24,5 79,2 6,31 6,79 1,45 
41 2016 Mayo 10 5,47 0,19 96,5 21,8 65,1 6,34 6,95 1,16 
42 2016 Mayo 17 6,72 0,18 97,3 15,5 79,9 6,24 6,72 1,39 
43 2016 Mayo 24 5,8 0,15 97,4 18,7 66,2 6,35 7,81 1,67 
44 2016 Mayo 31 16,2 0,2 98,8 19,3 65,8 6,47 6,89 1,49 
45 2016 Junio 7 14,4 0,35 97,6 21,5 69,5 6,46 6,86 1,54 
46 2016 Junio 14 6,52 0,2 96,9 17,6 65,4 6,23 7,59 1,43 
47 2016 Junio 21 12,4 0,4 96,8 15,5 58,3 6,43 7,95 1,72 
48 2016 Junio 28 8,36 0,14 98,3 16,8 66,4 6,62 7,32 1,66 
49 2016 Julio 5 10,1 0,47 95,3 14,7 58,4 6,2 7,25 1,24 
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50 2016 Julio 12 47,1 0,23 99,5 20,8 84,9 6,29 7,44 1,52 
51 2016 Julio 19 17 0,35 97,9 21,1 75,2 6,15 7,45 1,5 
52 2016 Julio 26 11,8 0,28 97,6 19,6 41,4 6,35 6,89 1,36 
53 2016 Agosto 2 8,88 0,22 97,5 20,2 67,2 6,59 7,79 1,05 
Promedio 8,6 0,3 95,7 20,4 66,8 6,3 7,1 1,3 
Máximo 47,1 0,8 99,5 27,9 94,1 6,8 8,0 1,9 
Mínimo 3,8 0,1 84,0 0,0 40,6 0,0 6,4 0,8 
DS 6,7 0,1 2,7 4,7 12,3 0,9 0,4 0,2 
Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; UNT: unidades nefelométricas de turbidez; %Rend: porcentaje de remoción de la turbidez; µS/cm: 
microSiemens / centímetro; Cl2 Libre: cloro libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviación estándar; NM: no muestra. 
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Parámetros fisicoquímicos evaluados 
Turbidez (UNT) Conductividad (µS/cm) pH Cl2 Libre 
(mg/L) 
potable Año Mes Día Cruda Potable %Rend Cruda Potable Cruda Potable 
1 2015 Julio 21 2,1 0,35 83,6 50,0 60,0 6,84 6,63 1,82 
2 2015 Julio 28 2,4 0,43 81,7 50,0 62,0 6,72 6,60 1,97 
3 2015 Agosto 4 2,6 0,45 82,8 50,0 63,0 6,81 6,77 1,85 
4 2015 Agosto 11 2,3 0,53 77,2 50,0 60,0 6,82 6,75 1,66 
5 2015 Agosto 18 7,1 1,30 81,7 51,0 62,0 6,86 6,49 1,97 
6 2015 Agosto 25 4,1 0,47 88,5 52,0 60,0 6,77 6,68 1,71 
7 2015 Septiembre 1 2,4 0,48 80,3 52,0 60,0 6,88 6,76 1,66 
8 2015 Septiembre 8 10,1 0,49 95,1 53,0 64,0 6,69 6,61 1,82 
9 2015 Septiembre 15 5,7 0,48 91,6 54,0 66,0 6,68 6,79 1,65 
10 2015 Septiembre 22 4,8 0,64 86,8 57,0 68,0 6,84 6,73 1,58 
11 2015 Septiembre 29 7,3 0,42 94,3 60,0 73,0 6,79 6,55 1,56 
12 2015 Octubre 6 2,0 0,55 73,0 29,0 38,0 6,89 6,61 1,53 
13 2015 Octubre 13 1,6 0,40 75,2 29,0 34,0 6,80 6,50 1,55 
14 2015 Octubre 20 1,73 0,56 67,6 29 37 6,97 6,72 1,85 
15 2015 Octubre 27 1,48 0,61 58,8 30 38 6,97 6,68 1,66 
16 2015 Noviembre 3 1,75 0,52 70,3 30 38 7,00 6,63 1,97 
17 2015 Noviembre 10 NM NM NM NM NM NM NM NM 
18 2015 Noviembre 17 1,5 0,49 67,3 30 38 6,98 6,66 1,66 
19 2015 Noviembre 24 1,79 0,51 71,5 30 38 6,86 6,57 1,82 
20 2015 Diciembre 1 1,75 0,77 56,0 30 38 6,85 6,47 1,65 
21 2015 Diciembre 9 2,31 0,52 77,5 30 38 6,85 6,55 1,58 
22 2015 Diciembre 15 2,16 0,53 75,5 31 38 6,84 6,53 1,53 
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23 2015 Diciembre 22 1,83 0,48 73,8 30 38 6,68 6,58 1,61 
24 2015 Diciembre 29 2,22 0,48 78,4 30 39 6,84 6,53 1,88 
25 2016 Enero 19 2,88 0,6 79,2 94 76 6,66 6,51 2,00 
26 2016 Enero 26 2,81 0,52 81,5 45 55 6,61 6,53 1,61 
27 2016 Febrero 2 2,38 0,53 77,7 45 54 6,55 6,5 1,75 
28 2016 Febrero 9 3,01 0,37 87,7 46 54 6,1 6,39 1,94 
29 2016 Febrero 16 2,48 0,6 75,8 47 56 6,52 6,55 1,74 
30 2016 Febrero 23 2,25 0,52 76,9 49 59 6,69 6,67 1,87 
31 2016 Marzo 1 2,52 0,56 77,8 51 62 6,6 6,59 2 
32 2016 Marzo 8 2,08 0,57 72,6 54 57 6,58 6,55 2 
33 2016 Marzo 15 2,28 0,54 76,3 59 61 6,8 6,66 1,88 
34 2016 Marzo 22 1,75 0,47 73,1 38 70 6,76 6,72 2 
35 2016 Marzo 29 1,58 0,56 64,6 59 70 6,85 6,66 1,98 
36 2016 Abril 5 27 0,68 97,5 62 78 6,74 6,44 1,72 
37 2016 Abril 12 6,42 0,73 88,6 39 51 6,89 6,72 1,93 
38 2016 Abril 19 4,97 0,94 81,1 35 49 6,87 6,66 1,89 
39 2016 Abril 26 3,04 0,5 83,6 34 40 6,84 6,63 2 
40 2016 Mayo 3 2,81 0,37 86,8 34 39 6,87 6,76 1,81 
41 2016 Mayo 10 2,22 0,32 85,6 36 40 6,82 6,62 1,9 
42 2016 Mayo 17 3,39 0,38 88,8 36 41 6,84 6,65 1,87 
43 2016 Mayo 24 8,16 0,64 92,2 33 41 7,01 6,48 1,83 
44 2016 Mayo 31 4,29 0,48 88,8 41 45 6,72 6,56 1,59 
45 2016 Junio 7 2,81 0,28 90,0 42 45 6,89 6,55 1,88 
46 2016 Junio 14 2,31 0,33 85,7 42 46 6,792 6,64 1,7 
47 2016 Junio 21 NM NM NM NM NM NM NM NM 
48 2016 Junio 28 NM NM NM NM NM NM NM NM 
49 2016 Julio 5 3,02 0,43 85,8 35 47 7,26 6,93 1,98 
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50 2016 Julio 12 3,7 0,3 91,9 36 44 6,95 6,54 2,00 
51 2016 Julio 19 2,85 0,5 82,5 36 44 7 6,68 2,00 
52 2016 Julio 26 3,68 0,56 84,8 38 41 7,05 6,65 1,94 
53 2016 Agosto 2 3,55 0,45 87,3 37 42 7,01 6,63 1,97 
Promedio 3,7 0,5 80,6 42,8 51,1 6,8 6,6 1,8 
Máximo 27,0 1,3 97,5 94,0 78,0 7,3 6,9 2,0 
Mínimo 1,5 0,3 56,0 29,0 34,0 6,1 6,4 1,5 
DS 3,8 0,2 9,0 12,5 12,3 0,2 0,1 0,2 
Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; UNT: unidades nefelométricas de turbidez; %Rend: porcentaje de remoción de la turbidez; µS/cm: 
microSiemens / centímetro; Cl2 Libre: cloro libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviación estándar; DS: desviación estándar; 









ANEXO VI. Secuencias FASTA del gen vacA de las muestras y cultivos 
positivos de H. pylori 
 
>Seq1 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq2 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq3 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq4 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq5 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq6 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq7 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq8 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq9 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq10 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq11 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq12 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq13 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq14 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq15 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq16 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq17 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq18 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq19 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq20 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq21 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq22 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 









>Seq23 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq24 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq25 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq26 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq27 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq28 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq29 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq30 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq31 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq32 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq33 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq34 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq35 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq36 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq37 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq38 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq39 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq40 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq41 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq42 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq43 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq44 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq45 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 









>Seq46 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq47 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq48 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq49 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq50 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq51 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq52 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq53 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq54 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq55 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq56 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq57 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq58 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq59 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq60 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq61 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq62 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq63 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq64 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq65 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq66 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq67 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 









>Seq68 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq69 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq70 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq71 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq72 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq73 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq74 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq75 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq76 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq77 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq78 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq79 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq80 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq81 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq82 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq83 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq84 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq85 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq86 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq87 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq88 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq89 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq90 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq91 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq92 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq93 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq94 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq95 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq96 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq97 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq98 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq99 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq100 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq101 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq102 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq103 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq104 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq105 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq106 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq107 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq108 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq109 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq110 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq111 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq112 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq113 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq114 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq115 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq116 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq117 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq118 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq119 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq120 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq121 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq122 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq123 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq124 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq125 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq126 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq127 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq128 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq129 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq130 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq131 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 








>Seq132 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










>Seq133 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated 










































EMPRESA CODIGO INTERNO LAB AGUAS
E-MAIL EMPRESA
Agua Potable Agua Residual Lodo Biosolido Suelo Vegetales
Otro Cual:
Fecha: Hora: Puntual Compuesta
Si No




Recepción de la muestra 
Nombre:
Fecha: Hora:
Filtración por Membrana Numero Mas Probable NMP




Numero Mas Probable NMP
Escherichia coli y Coliformes 
totales
Enterococos
                Microbiológicos
ANÁLISIS A REALIZAR
Recuento de Giardia  spp y Cryptosporidium  spp Huevos de Helminto
La cadena de custodia debe llegar con la muestra o ser enviada al laboratorio antes que ésta llegue, de lo contrario  NO SE RECIBIRÁ LA 
MUESTRA
NOTA:                          Favor diligenciar todos los espacios del presente formato. 
En caso excepcional coloque la palabra NO APLICA
                 Bioensayos
Hydra attenuata 
Carrera 7ª 43-82, Edificio Angel Valtierra S,J. (51). Laboratorio 235. Telefono 3208320 ext. 4156 ó 4165, Bogotá D.C –Colombia
Vibrio fischeri
Daphnia magna
Lactuca sativa Selenastrum  spp
Eisenia foetida
Fagos Somaticos Fagos F Especificos Fagos Bacteroides fragilis






INFORMACION DE LA MUESTRA
Descripción climática: (Hace referencia a la temperatura, al registro  o no de precipitaciones (lluvia) y a la radiación so lar en el lugar de muestreo. Cuando aplica )
Dosificaciones: (Cantidad y frecuencia de aplicación de reactivos que se utilicen para la potabilización o mantenimiento del agua de piscina o tratamiento de aguas residuales. Se 







Coliformes Fecales Salmonella spp.
Clostridium 
Numero de recipientes:
